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Úvod: Dostatek kostní hmoty je limitujícím faktorem ošetření pacientů v ortopedii, 
traumatologii a maxilofaciální chirurgii. Cílem postgraduálního studia bylo ověřit 
hypotézu, zda anorganická či organická nebuněčná kostní matrix může sloužit jako nosič 
pro autologní kmenové buňky, které se mohou diferencovat v osteoblasty. Dalším cílem 
bylo ověřit, zda použitím vhodného média dosáhneme zrychlení regenerace augmentátu, 
jeho vhojení a současně i vyšší kvality kosti.  
Materiály a metodika: Zkoumali jsme regeneraci kosti s použitím kmenových buněk z 
kostní dřeně s hydroxyapatitem a trikalcium fosfátem na potkaním modelu kostního 
defektu a modelu obratlové fúze. Zavedli jsme jednoduchý model obratlové fúze u 
potkana, který je snadno reprodukovatelný s minimální mortalitou a morbiditou. 
Experiment probíhal 8 týdnů. Poté byla zvířata humánně utracena. Získané vzorky jsme 
analyzovali imunohistochemicky, pomocí mikroCT a histomorfometrie.  
Výsledky: Na modelu defektu obratlového těla u potkana jsme experimentálně  ověřili, že 
kmenové buňky spolu s hydroxyapatitem a trikalcium fosfátem vedou k signifikantně vyšší 
novotvorbě kosti. Prokázali jsme, že nárůst kostní hmoty byl významnější při použití vyšší 
koncentrace kmenových buněk. Na modelu spinální fúze jsme zjistili, že kmenové buňky 
snižují zánět a zlepšují kvalitu kosti, aniž bychom dosáhli s jejich využitím signifikantně 
vyšší novotvorby kosti.  
Závěry: Z naší práce vyplývá, že kmenové buňky mají osteogenní potenciál, zlepšují 
osteogenezi v závislosti na hustotě a zřejmě mají protizánětlivé vlastnosti.   
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Introduction: A lack of bone mass poses limits on treatment in maxillofacial surgery, 
orthopaedics and traumatology. This post-gradual research aimed to confirm the 
hypothesis that inorganic or organic non-cellular bone matrix could act as a carrier for 
autologous stem cells able to differentiate into osteoblasts as well as to verify whether we 
could accelerate regeneration of the augmentation and the healing process, resulting in 
improving the bone quality.  
Materials and methods: Regenerative properties of the bone were explored using bone 
marrow stem cells with hydroxyapatite and tricalcium phosphate in a rat bone defect and 
spinal fusion model. A simple spinal fusion model was induced in a rat capable of easy 
reproduction, with the least possible mortality and morbidity. After the 8-week experiment, 
the rodents were euthanized. All samples were analyzed using micro-CT and 
histomorphometry.  
Results: The research on a rat bone defect showed that stem cells with hydroxyapatite and 
tricalcium phosphate led to a significantly higher bone regeneration. It was proved that a 
higher concentration of stem cells caused a bigger body mass increase. The research on a 
spinal fusion model demonstrated that stem cells reduced inflammation and improved bone 
quality but did not significantly accelerate bone regeneration. 
Conclusion:  The experiment proved that stem cells have osteogenic potential, improve 
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Seznam používaných symbolů a zkratek: 
 
AATB  Americká asociace tkáňových bank (angl. American Association of Tissue 
Banks) 
ALP   Alkalická fosfatáza 
ANOVA   Statistická analýza rozptylu (angl. Analysis of variance) 
APC   Synonymum pro PRP (angl. Autologous platelet concentrate) 
ATMSCs   Mezenchymální kmenové buňky z tukové tkáně (angl. Adipose tissue 
mesenchymal stem cells)  
bFGF   Fibroblastový růstový faktor beta 
BMP    Kostní morfogenní protein  
BMSCs  Mezenchymální kmenové buňky z kostní dřeně (angl. Bone marrow 
mesenchymal stem cells) 
CAM   Buněčné adhezní molekuly (angl. Adhesion molecules) 
CATP III  Connective Tissue-Activating Peptide III  
CCN   Akronym z prvních písmen zástupců skupiny CCN 
CD   Cluster of differentiation 
CDC    Americké centrum pro nemoci a jejich prevenci 
CGRP   Calcitonin gene-related peptide  
CM   Kolagenní membrána  
CSF   Kolonie stimulují faktory  
CTGF   Růstový faktor vazivové tkáně (angl. Connective tissue growth factor) 
Cyr61   Cysteine-rich angiogenic protein  
DEF   Diethylfumarát 
DFDBA  Lyofilizovaná a demineralizovaná alogenní kost (angl. Demineralized 
freeze-dried bone allograft) 
EDGF   Endoteliální růstový faktor  
EGF   Epidermální růstový faktor (angl. Epidermal Growth Factor) 
ELISA  Serologická metoda detekce protilátek (angl. Enzyme linked immuno 
sorbent assay) 
EMG   Enamel matrix derivative 
EPCs   Endoteliální progenitorové buňky (angl. Endothelial progenitor cells)  
ESCs   Embryonální kmenové buňky (angl. Embryonic Stem Cells) 
FDA   Americká agentura kontroly potravin a léků (angl. U.S. Food and Drug 
Administration)   
FDBA  Lyofilizovaná alogenní kost  (angl. Freeze-dried bone allograft) 
FDM   Fused Deposition Modeling 3D tisk s tavením polymerujícího materiálu 
FFB   Čerstvá zmrazená kost (angl. Fresh frozen bone) 
FGF   Fibroblastový růstový faktor 
FGFR   Receptor pro FGF  
FGFs   Fibroblastové růstové faktory 
FHF  Fibroblast homologous factors 
G-CSF  Granulocyty kolonie stimulující faktor (angl. Granulocyte-CSF) 
GDF   Růstový diferenciační faktor  (angl. Growth differentiation factor)  
GDF   Růstový a diferenciační faktor  
GDNF  Gliální neurotrofický faktor (angl. Glial cell-derived neurotrophic factor) 




HA   Kyselina hyaluronová  
HAP  Hydroxyapatit 
hBMSCs  Mezenchymální kmenové buňky z kostní dřeně (angl. Human bone marrow 
mesenchymal stem cells) 
HBsAg   Povrchový antigen viru hepatitis B, australský antigen  
hDPSCs  Lidské kmenové buňky zubní dřeně (angl. Human dental pulp stem cells) 
hMSCs  Humánní mezenchymální kmenové buňky (angl. Human mesenchymal stem 
cells ) 
hPLCs  Lidské kmenové buňky z periodoncia (Human periodontal ligament cells) 
HSCs   Hematopoetické kmenové buňky (angl. Hematopoetic stem cells)  
hUCMSCs Lidské pupečníkové mezenchymální kmenové buňky (angl. Human 
umbilical cord mesenchymal stem cells)   
IGF   Inzulínu podobný růstový faktor (angl. Insulin-like growth factor) 
IGFBP  Insulin-like growth factor binding protein 
IgG   Imunoglobulin 
IKVAV  Buněčný ligand ve složení: Isoleucin-lysin-valin-alanin-valin 
IL   Interleukin 
KB   Kmenové buňky 
KGF   Keratinocytární růstový faktor (angl. Keratinocyte growth factor)  
KQAGDV  Buněčný ligand ve složení: lysin-glutamin-alanin-glycin-kyselina 
asparagová-valin 
KRSR   Buněčný ligand ve složení: lysin-arginin-serin-arginin 
LAP   Latency Associated Peptide  
LLC   Large Latent Complex 
LOM   Laminated Object Manufacturing metoda 3D tisku s použitím fólie 
LTBP   Latent TGF-β-Binding Protein 
M-CSF  Faktor stimulující makrofágy (angl. Macrophage-CSF) 
MIH  Műllerian inhibiting hormone 
MikroCT  Počítačová tomografie s vysokým rozlišením  
MJM   Multi Jet Modeling,  3D tisk fotopolymerací.  
MSTN  Myostatin 
NOV   Nephroblastoma overexpressed 
NSC   Neuronální kmenové buňky (angl. Neural stem cells) 
P4HB   Poly 4-hydroxybutyrát  
PAEK  Polyéteréterketony  
PBS   Fosfátový pufr (angl. Phosphate buffered saline) 
PCL  Polykapronolakton 
PDECGF  Platelet-derived endothelial cell growth factor 
PDGF   Destičkový růstový faktor 
PDGF   Transformující růstový faktor-β, růstový faktor destiček (PDGF),  
PDGF   Destičkový růstový faktor 
PDLA   Kyselina poly-D-mléčná (angl. poly-D-lactide acid) 
PDLLA  Kopolymer kyseliny poly-L-mléčné a poly-D-mléčné  
PEG   Polyethylénglykol 
PEKEKK   Poly(aryl,éter,keton,éter,keton,keton 
PEO   Polyethylénoxid  
PGA   Kyselina polyglykolová 
PGF   Placental growth factor 
PHA  Polyhydroxyalkanoáty  
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PHB    Poly 3-hydroxybutyrát   
PHBHHx  Kopolymer 3-hydroxybutyrátu a 3-hydroxyhexanoátu   
PHBV  Kopolymer  3-hydroxybutyrátu a 3-hydroxyvalerátu  
pHEMA  Polyhydroxyetylmetakrylát 
PHO   Poly 3-hydroxyoctanoát  
PLA   Kyselina polymléčná (angl. polylactic acid- PLA) 
PLGA  Kopolymer kyseliny polymléčné a polyglykolové  (angl. polylactic-co-
glycolic acid). 
PLLA   Kyselina poly-L-mléčná (angl. poly-L-lactide acid)  
pMMA  Polymetylmetakrylát 
PPF   Polypropylén fumarát  
PPP    Plasma chudá na destičky 
PRF   Fibrin bohatý na destičky  
PRGF   Synonymum pro PRP (angl. Platelet-rich growth factor)  
PRGFR  Receptor pro PDGF  
PRP   Plazma bohatá na destičky 
PTH   Parathormon  
RADA16-I  Synonymum RADA. Buněčný ligand ve složení: arginin-alanin-kyselina 
asparagová-alanin  
RADA16-II  Synonymum RARADADA Buněčný ligand ve složení: arginin-alanin-
arginin-alanin-kyselina asparagová-alanin- kyselina asparagová-alanin  
rASCs   Potkaní mezenchymální kmenové buňky z tukové tkáně (angl. Rat adipose 
derived stromal cells 
rBMSC  Potkaní  mezenchymální kmenové bunky z kostní dřeně 
REDV  Buněčný ligand ve složení: kyselina glutamová-kyselina asparagová-valin  
RGD   Buněčný ligand složený z argininu, glycinu a kyseliny asparagové  
rh   Rekombinantní humánní 
rhBMP-2  Rekombinantní humánní kostní morfogenní protein 2  
rhPDGF  Rekombinantní humánní destičkový růstový faktor  
rhTGF-β  Rekombinantní  humánní transformující růstový faktor beta 
RTG   Rentgen 
RT-PCR   Reverse transcription-polymerase chain reaction 
SLC   Small Latent Complex 
SLS    Selektivní laserové spékání  (angl. Selective Laser Sintering) 
SÚKL   Státní ústav pro kontrolu léčiv 
TGF-β   Transformující růstový faktor beta 
TRH-DE  Thyrotropin-releasing hormone degrading enzyme  
TSP1   Trombospondin typ 1 repeat  
UCBMCs  Pupečníkové mezenchymální kmenové buňky (angl. Umbilical cord 
mesenchymal stem cells)   
VEGF   Vaskulární endoteliální růstový faktor   
VP   2-vinylpyrrolidon 
VWC   Von Willebrandův faktor typ C repeat  
WJMSCs  Mezenchymální kmenové buňky z Whartonova pupečníkového rosolu (angl. 
Wharton's jelly mesenchymal stem cells),   
β-TCP   Beta-trikalcium fosfát   







  Dostatek kostní tkáně je základním předpokladem úspěšné léčby pacientů po 
ztrátových poraněních, po resekčních výkonech u nádorových onemocnění, 
v traumatologii, spondylochirurgii, u plastických operací vrozených vad obličeje a u 
rozštěpů. V současné době se v klinické praxi používají různé augmentační materiály od 
autologní kosti až po různé směsi syntetických materiálů. Současně se studuje vliv dalších 
faktorů jako např. fibroblastového růstového faktoru (FGF), transformujícího růstového 
faktoru beta (TGF-β), kostního morfogenního proteinu (BMP) či endoteliálního růstového 
faktoru (EDGF).  
     Kostní tkáňové inženýrství  se zabývá regenerací kosti. Regenerace na obecné 
úrovni znamená obnovení formy a funkce daného orgánu. Na kost se na rozdíl od 
parenchymatozních orgánů klade i požadavek na mechanickou pevnost a odolnost. 
K regeneraci kosti můžeme přistupovat dvěma způsoby: klasický přístup se zabývá 
přenosem kompletní kostní tkáně a pracuje s autografty, allografty a xenografty. Tento 
přístup je historicky starší. Novějším přístupem je metoda kostního tkáňového inženýrství. 
Tento přístup analyzuje nejjednodušší stavební jednotky kosti a dělí je na kostní buňky, 
růstové faktory a extracelulární matrix s její složkou organickou a anorganickou. Snaží se 
zjistit jak jednotlivé složky fungují, jak se ovlivňují. Toto poznání aplikuje na experiment, 
snaží se vybudovat kost s použitím těchto základních stavebních kamenů. Tato práce se 
zabývá tímto novějším přístupem.  
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2 Cíl práce 
 
 Experimentálně ověřit efektivitu novotvorby kosti s použitím kmenových buněk 
anorganického prekurzoru kosti.  
 
 Ověřit funkčnost potkaního modelu kostního defektu.  
 
 Navrhnout jednoduchý, časově nenáročný a levný model hojení zlomeniny u potkana   
 





3 Popis současného stavu řešeného tématu včetně literární rešerše  
 
V chirurgických oborech medicíny se lékaři potýkají s nedostatkem zdravé tkáně, 
která by byla pacientovi vlastní a mohla nahradit úrazem, tumorem a stárnutím poškozené 
orgány. Současné techniky se snaží tento hendikep nahradit transplantací orgánů od 
různých dárců. Ideálem regenerativní medicíny je vypěstovat rozličnými metodami tkáň, 
která by byla na buněčné a imunologické úrovni pacientovi vlastní. Tkáňové inženýrství se 
zabývá vývojem náhrad orgánů nebo jejich částí. Využívá matrix jako základní kostry 
tkáně, buněk, růstových faktorů, signálních a adhezivních molekul, které se snaží 
kultivovat v čase a získat vitální tkáň schopnou samostatné existence a klinické aplikace. 
Počátkem tkáňového inženýrství, kdy se poprvé použilo biomateriálů, bylo období 2. 
světové války. Tehdy vznikl velký tlak na rozvoj epitetiky a protetiky. Bylo pozorováno, 
že piloti zranění plastovými úlomky plexisklového krytu kabiny z polymethylmetakrylátu 
nemají odmítavou reakci proti tomuto cizorodému materiálu. Proto se následně začaly 
využívat  polymethylmetakrylátové polymery jako náhrady kostí. V současné době je 
tkáňové inženýrství rychle se rozvíjejícím multidisciplinárním oborem medicíny, chemie, 
biologie a technologického inženýrství. V průběhu zlepšujících se technik kostního 
tkáňového inženýrství se vyvinul tzv. triangular concept. Stal se standardem a zahrnuje 
spolupůsobení tří faktorů, které fungují provázaně: růstových faktorů, matrix (scaffolds) 
a osteogenních buněk (kmenových buněk). Tento koncept doplnili Giannoudis et al., 
(2007) o pojem „mechanical environment“. Autoři měli na mysli potřebu mechanické 
stability jako základního faktoru hojení kosti. Nový koncept nazvali diamantovým 
konceptem (diamond concept): spolupůsobení 4 veličin: osteogenních buněk, růstových 
faktorů, osteogení matrix a mechanické stability [Giannoudis et  al., 2007]. Následující 
text se zabývá nepostradatelnými výše zmíněnými prvky ke zhotovení kosti v rámci 
tkáňového inženýrství. 
 
3.1 Kmenové buňky  
 
      Kmenové buňky jsou nediferencované živočišné buňky. Jejich základní vlastností 
je diferenciace ve specializované buňky a schopnost sebeobnovy. Sebeobnova znamená, že 
dceřinná nebo dceřinné buňky mají opět vlastnosti buněk kmenových. Možnosti dělení 
kmenových buněk lze shrnout pod pojmem symetrické a asymetrické dělení. V ranném 
vývoji zárodku na úrovni zygoty se kmenové buňky dělí symetricky a vznikají dvě 
kmenové buňky totipotentní. V pozdní embryogenezi mluvíme o asymetrickém dělení. Při 
něm vzniká z kmenové buňky dceřinná kmenová buňka a buňka diferencující se ve funkční 
buňku. Příkladem je hematopoetická kmenová buňka a dceřinné buňky hematopoetické a 
progenitorové. Dalším příkladem asymetrického dělení je mitóza na úrovni hematologické 
progenitorové buňky, která se dělí na diferencované buňky, např. erytrocyt a granulocyt. 
Schopnost diferenciace uvádí následující tabulka 1.   














Funkce Buňka Etymologie 
Totipotentní Jakýkoliv typ buňky 
embryonálních a 
extraembryonálních tkání 
amnia, choria, placenty a 
včetně totipotentní buňky 
Zygota totus = všechen 
↓↓↓    
Pluripotentní Jakýkoliv typ buňky mimo 
buňky totipotentní a mimo 
buňky trofoblastu 
Embryonální kmenová 
buňka – ESCs 
plures = více 
↓↓↓    
Multipotentní Může se diferencovat do všech 




entodermu, ektodermu a 
mezodermu.  
multus = mnohý 
↓↓↓    
Oligopotentní* Synonymum progenitorové 
buňky*. Tkáňově více  
diferencované buňky 
Kmenové buňky orgánů. 
Např. hematopoetická 
kmenová buňka 
òί- = málo 
↓↓↓    
Tri- / bi-* 
potentní 
Synonymum progenitorové 
buňky* Tkáňově více  
diferencované buňky 
Kmenové buňky orgánů. 
Např. myeloidní nebo 
lymfoidní progenitorová 
buňka 
tri- = troj- / 
bi- = dvoj- 
↓↓↓    




nullus = žádný 
Podle: National Institutes of Health (NIH): http://stemcells.nih.gov/info/scireport/pages/chapter5.aspx 
* Oligopotentní a tri – bi potentní jsou u některých autorů synonyma 
 
 
      Totipotentní kmenové buňky se mohou diferencovat na jakýkoliv jiný typ buněk, 
včetně totipotentní buňky, bez omezení. Vzniknou splynutím vajíčka a spermie. Buňky 
vzniklé prvním dělením oplozeného vajíčka jsou také totipotentní.  Pluripotentní kmenové 
buňky jsou potomky totipotentních buněk a mohou produkovat jakékoliv jiné buňky kromě 
buňky totipotentní.  
    Multipotentní kmenové buňky mohou produkovat pouze buňky příbuzné danému 
typu buňky. Kmenové buňky dělíme na embryonální a adultní (syn: orgánově specifické 
KB, tkáňově specifické KB) [Leung et Verfaille 2005]. Embryonální kmenové buňky 
(angl. Embryonic Stem Cells, ESCs) jsou derivátem blastocysty, jsou totipotentní, jsou 
schopny se diferencovat do jakékoliv buněčné linie entodermu, mezodermu a ektodermu 
[Smith 2006]. Tuto schopnost si zachovávají buňky blastocysty pouze do 2. generace 
dělení oplozeného oocytu. Tyto buňky jsou schopny vysokého počtu dělení, tolerují dlouhé 
doby kultivace a mohou se diferencovat do embryonálních i extraembryonálních tkání 
např. placenty, pupečníku apod. Adultní kmenové buňky jsou pouze multipotentní a jsou 
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schopné se diferencovat  do různých buněčných linií, ale jen příbuzného typu. V současné 
době dělíme adultní kmenové buňky na kmenové buňky kostní dřeně (angl. bone marrow 
stem cells - BMSCs) a mezenchymální kmenové buňky (angl. mesenchymal stem cells - 
MSCs).  Kmenové buňky kostní dřeně jsou schopné se diferencovat do všech  buněčných 
linií hematopoetického systému. Četnost těchto buněk je v kostní dření přibližně 1 na 10 
000 – 15 000 diferencovaných buněk kostní dřeně (Weissman 2000).                
    Mezenchymální kmenové buňky jsou derivátem mezodermu, nacházíme je v kostní 





buněk kostní dřeně. Mezenchymální kmenové buňky představují heterogenní skupinu 
buněk, které jsou schopné se diferencovat do buněk kosti, chrupavky, tukové tkáně, šlach a 
svalů (Jones et  al., 2002). V druhé polovině 20. století se předpokládalo, že adultní 
kmenové buňky mají jen omezenou schopnost další diferenciace a že buňka určité tkáně je 
již odsouzena diferencovat se pouze do buněk dané tkáně. Například jaterní kmenová 
buňka má schopnost se diferencovat pouze do hepatocytu apod. V posledních 10 letech 
došlo k publikaci velkého množství prací, které tuto doktrínu vyvrátily. Přibývá prací, 
které ukazují, že kmenové buňky kostní dřeně (HSC) jsou schopny se diferencovat na 
hepatocyty [Petersen et  al., 1999], myocyty [Ferrari et  al., 1998], kardiomyocyty [Tomita 
et  al., 1999], neuronální buňky [Eglitis et Mezey 1997], endoteliální buňky [Tomita et  al., 
1999], epitelové buňky [Krause et al., 2001] a buňky pankreatických ostrůvků [Ianus et al., 
2005]. 
 
3.2 Materiály kostních náhrad 
 
V tkáňovém inženýrství se uplatňují moderní metody výroby trojrozměrné matrix.  
Výroba se opírá zejména o rapid prototyping, což je metoda konstrukce trojrozměrných 
předmětů, někdy se označující jako 3D tisk. Rapid prototyping zahrnuje různé metody 
trojrozměrného tisku z různých materiálů. Podle toho jej dělíme:   
a)  Stereolitografie (ve tkáňovém inženýrství se užívá mikrostereolitografie) je metoda 
užívající tekuté pryskyřice, která polymeruje v UV světle. Princip je možné si 
zjednodušeně představit jako vanu naplněnou touto pryskyřicí. Na dně nádoby je plošina, 
která je těsně pod hladinou. Digitálně řízený laser „tiskne“ první vrstvu podle instrukcí z 
počítače. Po jejím dokončení se plošina mírně ponoří a laser tiskne další vrstvu. Tak vzniká 
trojrozměrný předmět [Gebhardt 2003], [Pandey, nedatováno]  
b) Selective Laser Sintering  (SLS) - selektivní laserové tavení. V celé komoře se udržuje 
teplota těsně pod bodem tavení substrátu. Metoda využívá látky ve formě prášku, který 
nanáší na válec v tenké vrstvě. Laser řízený počítačem vrstvu osvítí a tím ji fúzuje 
dohromady. Válec opět nanese vrstvu substrátu a proces pokračuje, dokud není výrobek 
hotov. Na obecné úrovni je tato metoda vhodná mimo jiné k 3D tisku kovů. Takto se 
mohou v tkáňovém inženýrství vyrábět např. hydroxyapatitové trojrozměrné konstrukce 
[Rýglová 2006], [Pandey, nedatováno]  
c) Laminated Object Manufacturing (LOM) je metoda, která využívá fólie. Ta se odvíjí 
z válce. Z fólie laser vyřeže 2D objekt. Horký válec přejede přes takto nařezanou fólii a 
spojí ji s podkladem tepelnou aktivací pryskyřice. Z válce se odvine nový kus pryskyřice, 
laser opět vyřeže 2D objekt, válec za horka speče další vrstvu a tak dále, dokud objekt není 
hotov [Pandey, nedatováno]  
d) Fused Deposition Modeling (FDM) využívá tavnou hlavu, která ohřívá  polymerující 
materiál těsně nad teplotu tání. Hlava nanáší polymer na předchozí vrstvu a látka ihned po 
kontaktu s předchozí vrstvou tuhne. Některé systémy mají dvě hlavy, jednu pro vlastní 3D 
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tisk a druhou pro tisk výztuhy, která nese výrobek a na konci procesu je odstraněna 
[Pandey, nedatováno] 
e) Multi Jet Modeling  (MJM - vlastní 3D tisk) – nanáší se malá vrstva fotopolymeru. 
Výhodou metody je přesnost, hlava tiskne větší plochu výrobku najednou. Jako výztuha se 
používá vosk, který má nižší teplotu tání než vlastní fotopolymer výrobku a je na konci 
procesu vyplaven za vyšší teploty.  
      Materiály kostních náhrad jsou velmi heterogenní skupinou. Zahrnují na jedné 
straně vlastní kost pacienta a na straně druhé syntetické polymery k náhradě kosti. Lze je 
různě dělit, jako praktické se jeví rozdělení na přírodní a syntetické s mnoha podskupinami 
viz tabulka 2 
 
Tabulka 2 -  Materiály kostního tkáňového inženýrství: 
Přírodní materiály 
Autologní kost (autografts) 
 Alogenní kost (allografts)    
  Čerstvá zmrazená kost (Fresh frozen bone   - FFB) 
Lyofilizovaná a demineralizovanou alogenní kost (Demineralized freeze-dried bone   
allograft – DFDBA) 
  Lyofilizovaná alogenní kost (Freeze-dried bone allograft – FDBA)  
 Xenogenní kost (xenografts)  
Enamel matrix derivative (Emdogain®) 
 Proteinové biomateriály 
  Kolagen 
  Želatina 
  Fibrin 
  Fibroin z hedvábí 
 Polysacharidové biomateriály 
  Agar 
  Alginát 
  Kyselina hyaluronová 
  Chitosan 
Syntetické biomateriály 
Deriváty kyseliny metakrylové  
pHEMA 
 Bioplant HTR polymer 
Polyéteréterketony (PAEK) 




 Polykapronolakton- PCL  
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Nenasycené alifatické polyestery 
    Polypropylen fumarát - PPF 
  Polyhydroxyalkanoáty  - PHA 
Polyetylénglykol - PEG 
 Syntetické peptidy 
 Biokeramika 
  Beta-trikalcium fosfát  - β-TCP 
  Hydroxyapatit - HAP 
  Coralline 
 
Materiály v kostním tkáňovém inženýrství podporují novotvorbu kosti různými 
mechanismy a jsou na ně kladeny určité požadavky. Nejlépe tato kritéria splňuje vlastní 
transplantovaná kost.  
     Termínem osteogeneze rozumíme vznik, vývoj a vyzrávání kosti.  
      Jako osteoindukci označujeme stimulaci osteogeneze osteoinduktivními peptidy, 
které pomáhají diferenciaci osteoprogenitorových buněk na osteoblasty a stimulují tak 
novotvorbu a vyzrávání kosti.  
      Osteokondukce zajišťuje podporu osteoblastům příjemce jako trojrozměrná kostra, 
kterou remodelují ve vyzrálou kost. Nejlepší osteokonduktivní vlastnosti má spongiózní 
kost. 
 
3.2.1 Přírodní materiály 
 
     Autologní kost je často používána při augmentačních výkonech a představuje zlatý 
standard chirurgických postupů. Autologní kost nejlépe splňuje všechna kritéria 
osteogeneze, osteoindukce a osteokondukce. Dalšími výhodami je nulový alergenní 
potenciál, nulová možnost rejekce, vysoká biokompatibilita. Z chirurgického hlediska je 
nevýhodou nutnost dalšího odběrného místa, nejčastěji lopaty kosti kyčelní, fibuly, brady, 
ramus mandibulae, kalvy a s tím související vyšší morbidita. Kostní štěpy obecně 
podléhají resorpci.  
 
     Alogenní kost je kostní matrix získaná z lidských dárců. Zpracovává se různými 
postupy: např. zmrazením, suchým zmrazením ve vakuu, gama zářením, ozářením 
svazkem elektronů a sterilizací etylenoxidem. Rozlišujeme (i) čerstvou zmrazenou kost 
(fresh-frozen bone FFB), (ii) lyofilizovanou a demineralizovanou alogenní kost 
(demineralized freeze-dried bone allograft - DFDBA) a (iii) lyofilizovanou alogenní kost 
(freeze-dried bone allograft - FDBA). Podle Geralda et al., (2005) nejsou výraznější 
odchylky v tvorbě zralé kosti u pacientů mezi DFDBA a FDBA [Gerald et  al., 2005]. 
Uvedené lyofilizační a sterilizační metody mají snížit alergenní potenciál štěpu a přenos 
infekčních agens. Z těchto důvodů byly zavedeny standardy Americké asociace tkáňových 
bank (American Association of Tissue Banks - AATB), které doporučují vyloučení 
kostních štěpů za určitých okolností (viz tabulka  3). Dle těchto standardů je používání 
štěpů DFDBA a FDBA bezpečné, štěpy FFB mají vyšší riziko přenosu infekce. 
Z chirurgického hlediska je práce s alogenní kostí obdobná jako s autologní, odpadá 
morbidita vyplývající z dalšího místa odběru štěpu, nutného v případě autologní kosti.  
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Tabulka 3 - Standardy Americké asociace tkáňových bank pro práci s kostními 
allografty 
Dárci se zvýšeným rizikem 
Dárci HIV pozitivní metodou ELISA 
Dárci s jasnými známky choroby 
Kostní štěp bakteriálně kontaminovaný 
Dárce HbsAg  a HCV pozitivní 
Dárce pozitivní na syfilis 
     Zdroj:  American Association of Tissue Banks 
 
     Xenogenní kost je získávána z jiných živočišných druhů než je člověk. Nejčastěji 
se používá bovinní kost. Tyto xenomateriály se upravují, deproteinizují, čímž se z kosti 
odstraňuje organická složka a výsledný materiál je pouze trojrozměrnou anorganickou 
kostrou s osteokonduktivními vlastnostmi. Materiál je remodelován osteoblasty a 
osteoklasty příjemce. Používá se u řízené tkáňové regenerace, řízené kostní regenerace i s 
použitím membrán. Zástupcem těchto preparátů je např. Bio-oss®. 
 
Enamel matrix derivative 
 
      Enamel matrix derivative (Emdogain® - EMG) je získáván  ze zubních zárodků 6 
měsíčních selat. Výrobcem toho derivátu byla firma Biora (Malmö, Švédsko), kterou v 
roce 2004 převzal Straumann Biologics Division (Švýcarsko), a nyní je pod názvem 
Emdogain® vyráběn touto firmou. Existuje pouze tento výrobce, a proto se pro tuto 
skupinu látek používá komerční název Emdogain®. Přípravek obsahuje nízkomolekulární 
hydrofobní proteiny skloviny a je z 90% tvořen amelogeniny [Qu et  al., 2011]. Přípravek 
není tělu vlastní, ale amelogeniny se u savců příliš neliší [Brookes et  al., 1995]. V praxi se 
díky tomu ukázalo, že EMG má malý alergenní potenciál. Původně bylo nutné EMG před 
použítím smíchat s propylenglykolalginátem. Firma vyvinula gel, který má stejný účinek 
jako původní EMG [Bratthall et  al., 2001]. Komplexně se účinky EMG zabývalo 
Cochrane Collaboration® v metaanalýze osmi studií. Testovaly hypotézu, zda je EMG 
lepší  než placebo u nitrokostních cirkumdentálních defektů,
?
 a dále zda je EMG lepší než 
řízená tkáňová regenerace (ŘTR/GTR). Z této metaanalýzy vyplynulo, že po jednom roce 
je EMG statisticky významně lepší než placebo a má přibližně stejné výsledky jako 
ŘTR/GTR. Autoři metanalýzy kostatují vysokou heterogenitu dat.  Podle této metaanalýzy 
lze kostatovat, že EMG má své místo v léčbě furkačních defektů zubů, zubů s chronickou 
parodontitis, zubů s recesy a v kombinaci s ŘTR/GTR [Bratthall et  al., 2001]. Ve 
všobecné chirurgii, spondylochirurgii a traumatologii se podle literatury tento materiál 




      Kolagen je extracelulární, ve vodě nerozpustný skleroprotein. Tvoří základní 
stavební hmotu pojivových tkání. Kolagenová vlákna mají vysokou odolnost v tahu, jsou 
nepružná, ohebná a měkká. V současné době patří mezi nejčastěji se vyskytující proteiny v 
lidském organismu a zároveň mezi nejlépe zdokumentované [Pospíšil 2012]. Kolagen se 
ve tkáňovém inženýrství používá často v různých aplikacích. Michelini et al (2006) použili 
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kolagen a embryonální kmenové buňky k diferenciaci neurogenních buněk [Michelini et 
al., 2006], Baharvand et al., (2006) úspěšně testovali embryonální kmenové buňky v 
kolagenové 3D matrici k diferenciaci hepatocytů [Baharvand et  al., 2006] aj. Chan et al., 
(2007) úspěšně použili mezenchymálních kmenových buněk s kolagenovými mikrosférami 
k osteogenezi [Chan et  al., 2007].  
 
      Želatina, anglicky gelatin (z latinského gelatus, a, um – zamrzlý). Etymologie 
naznačuje, že jde o průsvitnou, bezbarvou, pevnou látku. Želatina je směsí mnoha proteinů. 
Získává se vařením – denaturací kolagenu z kostí, svalů a šlach. Takto hydrolyzovaný 
kolagen se přeměňuje na glutin, nejvýznamnější složku želatiny.  Používá se v 
potravinářství a dříve i ve fotografickém průmyslu. Ve farmaceutickém průmyslu a 
bioinženýrství se používá k výrobě lékových kapslí,  cévních protéz, obvazů ran a jako 
matrice v tkáňovém inženýrství. Hlavní výhodou želatiny je její biodegradabilita. 
Nevýhodou je malá pevnost a mechanická odolnost [Bigi et  al., 2002]. Tuto nevýhodu se 
snaží některé modely odstranit použitím želatiny ve směsi např. s polykapronolaktonem 
(PCL) [Ghasemi-Mobarakeh et  al., 2008] nebo zesíťováním její struktury [Bigi et  al., 
2002].   
 
      Fibrin je vláknitý nerozpustný biopolymer, který vzniká v závěrečné fázi srážení 
krve. Fibrinové pěny a gely jsou používány jako adheziva v plastické a rekonstrukční 
chirurgii. Fibrin přirozeně váže růstové faktory jako např. fibroblastový růstový faktor 
(bFGF), vaskulární endoteliální růstový faktor (VEGF), transformující růstový faktor-β, 
růstový faktor destiček (PDGF), IGF-1, interleukin-1 aj. Fibrin zlepšuje migraci buněk a 
jejich proliferaci při hojení ran a je trojrozměrnou kostrou při syntéze extracelulární 
matrix. Wong et al., (2003), Kawamura et al., (1988), Breen et al., (2009) dokázali, že 
fibrin může být i vehikulem exogenních růstových faktorů.  
 
      Fibroin z hedvábí. Hedvábí je přírodní produkt vytvářený zejména housenkou 
bource morušového (Bombyx mori). Kukla se skládá z fibroinu a sericinu. Fibroin, který 
obsahuje zejména aminokyseliny Gly-Ala-Gly-Ala-Gly-Ser, představuje vlastní vlákno. 
Toto vlákno je spojené sericinem, který se skladá převážně z aminokyseliny serinu. Sericin 
je zodpovědný za imunitní reakce hostitelského organismu a je ve vodě rozpustný.  
Výhodou fibroinu je pomalá biodegradabilita v porovnání s jinými přírodními materiály, 
např. s kolagenem. Další předností je pevnost a stabilita.  Fibroinových biomateriálů se 
používá jako prekurzorů pro vývoj kostí, chrupavek a ligament. Riosová et al., (2009) 
prokázala dobré využití fibroinového modelu u ovce. Během 84 dní došlo k větší 
osteogenezi v materiálu složném z fibroinu a chitosanu než v porovnání s autologní kostí 
[Rıos et  al., 2009]. Fibroin vytvořený genovým inženýrstvím vykazoval vyšší adhezi 
lidských fibroblastů než Pronectin FTM, který je komerčně vyráběnou obdobou fibroinu z 




     Agar je přírodní polysacharid - lineární polymer galaktosy, který se vyrábí z 
červených mořských řas rodu Floridae. Agar s kmenovými buňkami je často používán k 
diferenciaci chrupavky, kardiomyocytů, neuronů apod. V kostním tkáňovém inženýrství se 




      Alginát je přírodní polysacharid získávaný z buněčných stěn hnědých řas. Tkáňové 
inženýrství užívá alginátu k diferenciaci kardiomyocytů, neuronů a chondrocytů. Adheze a 
migrace buněk do alginátu se může zlepšit obohacením alginátu o arginin-glycin-kyselinu 
asparagovou (RGD), přidávanou jako integrinový ligand. Zhao et al., (2010) vytvořili 
injekční kalcium-fosfátový cement s alginátem, který testovali s použitím pupečníkových 
kmenových buněk  (angl. human umbilical cord mesenchymal stem cells –hUCMSCs). 
Tento gel vykazoval vysokou pevnost a snadnou aplikovatelnost. Cement s alginátem měl 
mechanickou pevnost jako kortikální kost. Autoři testovali schopnost osteogenní 
diferenciace kmenových buněk produkcí osteogenní markerů jako jsou alkalická fosfatáza, 
kolagen typu I a osteokalcin a porovnávali tuto produkci v 1., 7., a 14. dnu po implantaci. 
Ve skupině s kmenovými buňkami zjistili vyšší novotvorbu kosti výše popsanými 
metodami. [Zhao et  al., 2010]. Suárez-González et al., (2010) úspěšně použili alginát 
obohacený hydroxyapatitem s mezenchymálními kmenovými buňkami [Suárez-González 
et  al., 2010].  
 
      Kyselina hyaluronová (HA) je glykosaminoglykan, neboli lineární polysacharid. 
Je složena z opakujících se disacharidových jednotek (kyselina D-glukuronová a N-
acetylglukosamin). I přesto, že má poměrně jednoduchou strukturu, vykazuje HA velmi 
rozdílné biologické účinky v závislosti na velikosti molekuly a jejím prostorovém 
uspořádání [Pospíšil 2012]. Kyselina hyaluronová  je hlavním komponentem extracelulární 
matrix. Svého využití nalezla s objevem potenciálu embryonálních kmenových buněk 
diferencovat se v cévy, chrupavku, neurony a jiné buněčné typy.  
 
      Chitosan je dalším polysacharidem používaným v tkáňovém inženýrství. Je 
získáván deacetylací chitinu a skládá se z glukosaminových jedotek [Willerth et Sakiyama-
Elbert 2008]. Je netoxický, podléhá biodegradaci a je biokompatibilní. Chitosanu se často 
používá jako vehikula účinných látek. Adsorbcí PDGF na chitosan dochází k iniciálnímu 
rychlému uvolnění tohoto růstového faktoru a následně je PDGF pomalu uvolňován a 
stupňuje tak kostní regeneraci defektů kalvy u potkanů [Lee et  al., 2000] Lihai et al., 
(2010) zkoumali efekt chitosanu s kolagenem, s hydroxyapatitem a s kombinací kolagenu s 
hydroxyapatitem. Materiály byly zkoumány také pomocí elektronové mikroskopie. 
Chitosan modifikoval 3D strukturu směsi a zlepšoval i fyzikální vlastnosti směsi. Směs s 
chitosanem je hodnocena jako lepší pro adhezi osteoblastů a proliferaci in vivo [Lihai et  
al., 2010].  
 
3.2.2 Syntetické biomateriály   
 
      Syntetické  biomateriály  nabízejí více výhod než materiály přírodní. Syntetizují se 
s pevně danými vlastnostmi, jsou uniformní, jejich chování je predikovatelné, jsou méně 
imunogenní. Můžeme využívat kombinací různých látek a vytvářet kompozity a sčítat 
jejich výhodné vlastnosti nebo potlačovat méně výhodné. Patří mezi ně 
polyhydroxyethylmetakrylát (pHEMA), polymethylmetakrylát (pMMA).  
 
      Polyhydroxyethylmetakrylát (pHEMA) je hydrofilní gel. Před druhou světovou 
válkou byl syntetizován pro vojenské účely termoplastický polymer 
polymethylmetakrylát (pMMA) [Stránský 2008], známý jako „plexisklo“. Jak popsáno 
výše, piloti zranění za druhé světové války plastovými úlomky plexisklového krytu kabiny 
z polymetylmetakrylátu neměli odmítavou rekaci proti tomuto cizorodému materiálu. Proto 
se následně začalo využívat  polymetylmetakrylátových polymerů jako kostních náhrad. V 
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padesátých letech Lím a Wichterle syntetizovali chemicky zesíťovaný hydrogel - 
polyhydroxyethylmetakrylát (pHEMA) [Wichterle et Lím, 1960]. Tento hydrogel má 
široké uplantnění při výrobě kontaktních čoček, ve farmaceutickém průmyslu a v 
tkáňovém inženýrství. Polyhydroxyethylmetakrylát je hydrofilní a má dobrou 
biokompatibilitu, ale je neresorbovatelný. Může kopolymerovat s dalšími monomery a 
měnit tak své biologické vlastnosti [Ratner et  al., 2004]. Materiál pHEMA je odbouratelný 
makrofágy, ale intenzita biodegradace je velmi nízká [Mabilleau et  al., 2004].  
 
      Bioplant™ HTR (Bioplant™ Hard Tissue Replacement) je neresorbovatelným 
kompozitním materiálem, jež je kombinací polymethylmetakrylátové (pMMA) a 
polyhydroxyethylmetakrylátové (pHEMA) pryskyřice s hydroxidem a uhličitanem 
vápenatým. Dále obsahuje síran barnatý, aby byl radiokontrastní.  Polymethylmetakrylát 
(pMMA) je mechanicky odolný a pHEMA je hydrofilní. Castellon et al. (2004): je toho 
názoru, že „imediátní implantace dentálních intraoseálních implantátů s augmentací kosti 
Bioplant™ HTR polymerem má velmi dobré výsledky a je adekvátním augmentačním 




      Polyetheretherketony jsou  skupinou  termoplastických polymerů. Skládají se z 
aromatických jader navzájem spojených etherovou a ketonovou skupinou: 
poly(aryl,ether,ether,keton) (PEEK) a poly(aryl, ether, keton, ether, keton, keton 
(PEKEKK) [May 1988], [Kurtz et Devine 2007]. PEKEKK nebyl v osmdesátých a 
devadesátých letech blíže zkoumán [Kurtz et Devine 2007]. Polyetheretherketon 
(polyetheretherketone - PEEK) je semikrystalický polyaromatický lineární termoplast, 
kterého se používá již 30 let. Má široké využítí v průmyslu. Wiliams et al. (1987) ukázali, 
že PEEK by mohl být nadějným biomateriálem [Wiliams et  al., 1987]. PEEK má vynikají 
mechanické vlastnosti, zejména nízkou abrazivitu [Harsha et Tewari 2003], je přirozeně 
rentgenkontrastní, MRI kompatibilní, není toxický [Wenz et  al., 1990], [Katzer et  al., 
2002], [Sagomonyants et  al., 2008], je chemicky stabilní a odolný vůči sterilizaci 
[Sagomonyants et  al., 2008], [Godara et  al., 2007]. V čelistní chirurgii se využívá také 
jeho přirozeně béžové barvy a malé tepelné vodivosti [Sagomonyants et  al., 2008]. U 
titanových dlah si někdy pacienti v obličejové chirurgii stěžují na pocit namrzání, zvláště u 
dlah, které jsou umístěné těsně pod tenkou vrsvou měkkých tkání obočí apod. U 
polyetheretherketonu tato nevýhoda odpadá. PEEK kombinuje pevnost s poměrně nízkým 
modulem pružnosti a je tedy mechanicky podobnější lidské kosti než titanový materiál 
[Sagomonyants et  al., 2008]. 
 
Nasycené alifatické  polyestery   
     Nasycené alifatické  polyestery  jsou polymery kyseliny mléčné (polylactic acid-  
PLA) nebo kyseliny glykolové (polyglycolic acid - PGA). Jsou biologicky odbouratelné 
běžnými metabolickými drahami, tj. většinou hydrolýzou event. enzymaticky. Používají se 
také kopolymery PLA + PGA. Dále mohou být obohaceny o β-TCP nebo hydroxyapatit, 
které jim zvyšují mechanickou pevnost a osteokonduktivní vlastnosti. Jsou jednou z 
nejdéle a nejčastěji používanou skupinou látek, v tkáňovém inženýrství. Patří mezi ně: 
kyselina polymléčná (polylactic acid- PLA), kyselina polyglykolová (PGA), kopolymer 
kyseliny polymléčné a polyglykolové (PLGA - polylactic-co-glycolic acid),  
polykapronolakton (Poly-ε-kaprolakton - PCL). Metabolizují se různou rychlostí. Jejich 
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degradace je nejrychlejší u PGA a nejpomalejší u PCL, u kterého může trvat roky. 
Rychlost degradace lze vyjádřit:  PGA > PDLLA > PLLA > PCL [Rezwan et  al., 2006]. 
 
      Kyselina polymléčná (angl. polylactic acid - PLA) je alifatický polyester 
připravovaný polykondenzací přirozeně získané kyseliny mléčné. Vzhledem k chirálnímu 
charakteru kyseliny mléčné rozeznáváme 2 enantiomery této sloučeniny:  PLLA (poly-L-
lactide) je produktem polymerace kyseliny poly-L-mléčné a obráceně PDLA (poly-D-
lactide) je produktem polymerace kyseliny poly-D-mléčné. Oba enantiomery se také 
používají jako kopolymery - PDLLA - v různých poměrech. PDLA podléhá rychlejší 
biodegradaci než PLLA. Materiál se v obou případech rozpadá na kyselinu mléčnou, která 
je dále běžně metabolizována na H2O  a  CO2.   
 
      Kyselina polyglykolová (angl. polyglycolic acid - PGA) vzniká otevřením 
cyklického diesteru kyseliny glykolové a lineární polymerizací. Používá se nejčastěji jako 
kopolymer. PGA se v organismu rozkládá na kyselinu glykolovou, která se následně 
metabolizuje v citrátovém cyklu na CO2 a H2O. Materiál se nejčastěji používá jako základ 
šicích vstřebatelých materiálů a vstřebatelných pinů, šroubů a dlah. Lze ho použít i v 
tkáňovém inženýrství,  i jako vehikula pro „controlled drug delivery“.  
  
      Kopolymer kyseliny polymléčné a polyglykolové (PLGA - polylactic-co-glycolic 
acid). Degradace materiálu probíhá, jak bylo popsáno výše. Materiál je základem 
vstřebatelných  šroubů a dlah a používá se často v maxilofaciální chirurgii, zejména u dětí. 
Jedním z nejstarších zástupců je Lactosorb®, což  je materiál s 82% PLLA a 18% PGA 
[Fassmann et  al., 2006]. K jeho resorpci dochází podle výrobce do 12 měsíců. Dále se 
PLGA používá jako trojrozměrná strukturální podpora v tkáňovém inženýrství.  
 
      Polykapronolakton (Poly-ε-kaprolakton - PCL)  je  syntetický biodegradabilní  
alifatický polymer. Jeho polymerace je založená na otevření kruhu ε-kaprolaktonu s 
použitím katalyzátoru. Tento materiál je degradován hydrolýzou a má podobné 
mechanické vlastnosti jako lidská trabekulární kost [Eshraghia et Das 2010]. Je možné jej 
vyrobit jako solidní PCL nebo jako porozní PCL. Materiál může být obráběn selektivním 
laserovým sintrováním (selective laser sintering - SLS) a mohou z něho být vyrobeny 
lineární, ploché i trojrozměrné objekty o definované porozitě [Eshraghia et Das 2010]. 
Tento materiál nemá osteokonduktivní ani osteoindukční vlastnosti, což snižuje možnosti 
jeho použití v tkáňovém inženýrství. Navázání růstových faktorů, např. BMP, do kostry 
tohoto materiálu tyto vlastnosti zlepšuje [Zhang et  al., 2010]. Zhang et al (2010) 
sledovali efekt PCL s adsorbovaným rhBMP-2 a PCL přímo konjugovaného s rhBMP-2. 
Autoři prokázali, že PCL v konjugované variantě výrazně zvyšoval genovou expresi pro 
markery osteogeneze (ALP, osteokalcin, kolagen I. typu) u potkaních mezenchymálních 
kmenových buněk z kostní dřeně –rBMSCs [Zhang et  al., 2010].  
      
Nenasycené polyestery 
 
      Polypropylen fumarát (Polypropylene fumarate - PPF) je syntetický nenasycený 
lineární polyester. Každá jednotka PPF obsahuje nenasycenou vazbu, kterou  můžeme 
využít k zesíťování. K tomuto procesu lze využít různých chemických  sloučenin, a tím 
ovlivnit výslednou mechanickou a biologickou povahu vzniklého PPF. Propylen fumarátu  
je používáno v tkáňovém inženýrství k náhradě mechanicky namáhaných kostí. Má 
osteokonduktivní vlastnosti. Degradace PPF probíhá hydrolýzou na fumarát a 
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propylenglykol. Tyto produkty jsou v těle metabolizovány [Sabir et  al., 2009]. Degradace 
PPF závisí na mnoha faktorech jako jsou molární hmotnost, činidlo použité při zesíťování, 
denzita zesíťování, velikost pórů, velikost implantované matrix, pH okolí a také další 
kopolymery [Sabir et  al., 2009], [Hedberg et  al., 2005].  
      Lee et al. (2011) použili fotokopolymeru PPF a diethylfumarátu (DEF) k vytvoření 
3D přesně definované matrix. Použili metody mikrostereolihtografie (MSTL), která byla 
popsána výše. Takto vytvořenou matrix nasytili kuličkami z PLGA s adsorbovaným 
rekombinantním lidským kostním morfogenním proteinem (rhBMP-2). Takto vzniklou 
matrix testovali in vitro na kultuře preosteoblastů a pozorovali osteogenní diferenciaci. 
Dále materiál testovali in vivo na potkaním modelu v defektu kalvy. Materiál 
PPF+DEF+PLGA+rhBMP-2 měl signifikantně vyšší osteogenní potenciál než tradiční 
PLGA sycené rhBMP-2 [Kang et  al., 2011].  
Lee et al (2008) použili in vitro čtyř různých koncentrací hydroxyapatitu v kopolymeru s 
PPF. Testovali jejich vlastnosti. Zjistili, že v žádné skupině se nezlepšily mechanické 
vlastnosti PPF s přidaným hydroaxyapatitem. PPF má dobré mechanické vlastnosti již sám 
o sobě. Přidaný hydroxyapatit zlepšil hydrofilní vlastnosti a měl vyšší absorpci sérových 
proteinů kultury, což vedlo k lepší vazbě, proliferaci a rozšíření preosteoblastů v materiálu  
[Lee et  al., 2008].  
 
      Polyhydroxyalkanoáty (PHA) jsou alifatické polyestery, které jsou produkovány 
některými mikroorganismy jako forma zásobního uhlíku a energie. Patří  mezi látky, které 
někdy označujeme jako odbouratelné plasty. V minulosti se uvažovalo o jejich tovární 
výrobě jako náhradě za plasty vyráběné z ropy. Jejich výroba je dražší než výroba plastů z 
ropy. Polyhydroxybutyrát má podobné vlastnosti jako polyethylen. Pro náhradu 
polyethylenu se vzhledem k ceně užívá sporadicky. Na rozdíl od něj je polyhydroxybutyrát 
rozložitelný v řádu měsíců [Obruča 2007]. Podle Obruči (2009) byly provedeny pokusy, 
jak extrahovat tyto látky z bakterií v průmyslovém měřítku, a tak je cenově přiblížit 
poyletylénu z ropy. V minulosti se tento postup prováděl kultivací bakterií v nádržích, což 
bylo ekonomicky náročné. V poslední době se zkouší produkce pomocí transgenních 
rostlin. Pro tkáňové inženýrství jsou využitelné zejména poly 3-hydroxybutyrát (PHB), 
kopolymery 3-hydroxybutyrátu a 3-hydroxyvalerát (PHBV), poly 4-hydroxybutyrát 
(P4HB), kopolymery 3-hydroxybutyrátu a 3-hydroxyhexanoátu (PHBHHx) a poly 3-
hydroxyoctanoát (PHO). Mají dobrou biodegradabilitu a biokompatibilitu [Qiang Chen et 
Wu 2005]. V medicíně a tkáňovém inženýrství se používají např. na šicí materiál, hřeby, 
chirurgické síťky, záplaty pro kardiovaskulární chirurgii, ortopedické piny, stenty, při 
řízené tkáňové regeneraci (ŘTR/GTR) a další [Qiang Chen et Wu 2005]. Vlastnosti 
polyhydroxyalkanoátů určuje mísení jednoho PHA s jiným a jejich vzájemný poměr, 
modifikace povrchu, smísení s jinými polymery nebo anorganickými sloučeninami [Qiang 
Chen et Wu 2005].  
      Doyle et al. (1991) ukázali, že materiály na základě polyhydroxybutyrátu (PHB) 
jsou vhodné pro kostní tkáňové inženýrství a nevykazují zánětlivou reakci v 12ti měsíčním 




      Polyethylenglykol (PEG), syntetický polyethylenoxid – PEO, polyoxyethylen - 
POE), je nejvýznamnějším polyetherem. PEG je široce používaný jako biomateriál pro 
svoji rezistenci k biodegradaci. Polyethylenglykolové materiály mohou být ve tkáňovém 
inženýrství chemicky modifikovány bioaktivními molekulami, peptidy, heparinem. V 
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kombinaci s kmenovými buňkami mohou sloužit jako náhrady kosti, chrupavky, nervové 




      Syntetické peptidy mohou tvořit dvojrozměrné, ale i trojrozměrné struktury. 
Tkáňová diferenciace závisí výrazným způsobem na interakci buněk navzájem a buněk s 
prostředím, tj. s extracelulární matrix. Materiály používané v tkáňovém inženýrství musejí 
splňovat více podmínek, než jen požadavek na pouhou toleranci, tj. absenci toxicity, 
teratogenity, kancerogenity. Materiál nazýváme bioaktivním, když aktivně podporuje 
vazbu buněk a vlastního bioaktivního materiálu a podílí se na jejich diferenciaci a růstu. Z 
bioaktivního přístupu ke konstrukci tkáňových náhrad vychází i příprava peptidových sítí 
jako 2D a 3D extraceluární podpůrné matrix. Tato struktura váže buňky specificky. Buňky, 
které se mají diferencovat nebo kolonizovat takový materiál, s ním interagují ve velké šíři. 
O povaze těchto interakcí s umělým materiálem rozhodují jeho povrchové fyzikální a 
chemické vlastnosti, jako je polarita, smáčivost, přítomnost určitých chemických funkčních 
skupin na povrchu materiálu (význam mají např. skupiny s obsahem kyslíku, 
aminoskupiny), dále elektrický náboj, elasticita či hrubost povrchu, solubilita, pH, a rovněž 
jeho topografie [Bačáková et  al., 2004], [Vagaská et  al., 2010]. Buňky interagují s 
extracelulární komponentou pomocí buněčných adhezivních molekul (CAM – cell 
adhesion molecules). Jsou to proteiny umístěné na povrchu buněk, zajišťující vazby mezi 
buňkami navzájem a mezi buňkami a extracelulární matrix. Jsou nepostradatelné ve fázi 
embryonálního vývoje v soudržnosti buněk a tkání [Ganong et  al., 1995]. Jednou ze 
skupin adhezivních molekul jsou integriny, které hrají roli v adhezi, buněčné signalizaci, 
tvaru buněk, mobilitě a v regulaci buněčného cyklu. Ubikvitérním receptorem buněčných 
integrinů je oligopeptid ve složení arginin-glycin-kyselina asparagová (RGD). Podobně 
existují další sekvence aminokyselin, které zprostředkovávají vazbu na adhezivní molekuly 
specifických buněk. Jsou to např. lysin-arginin-serin-arginin  (KRSR) s vazbou na 
osteoblasty [Nelson et  al., 2006], arginin-kyselina glutamová-kyselina asparagová-valin 
(REDV) s vazbou na endotelové buňky,  KQAGDV s vazbou na buňky hladké svaloviny 
cév, IKVAV na neurony, aj. Navázání těchto oligopeptidů na extracelulární syntetickou 
matrix umožňuje specificky vázat konkrétní buňky obvykle přes receptory – tkáňové 
integriny [Bacáková et  al., 2004]. Tyto peptidy obsahují jak vazebné skupiny pro 
specifické buněčné linie, tak se spojují spontánně do polymerních struktur. V anglosaské 
literatuře se označují jako self-assembling scaffolds. Jsou založeny na stále se opakujícím 




      Keramických  materiálů se používá často. Z aloplastických materiálů představují 
přibližně 60 % všech náhrad kostní tkáně [Laurencin et Khan 2009]. 
 
      Beta-trikalcium fosfát (β-TCP) je stechiometricky podobný amorfnímu 
biologickému prekurzoru kosti, je osteokonduktivní a na rozdíl od hydroxyapatitu je TCP 
více degradován. V organismu je částečně metabolizován na hydroxyapatit a je snadněji 
resorbován než hydroxyapatit [Fassmann et  al., 2006b]. Přesto přetrvávají po pěti letech 
ostrůvky TCP v tkáních [Lane 1995]. Lze jej použít v kombinaci s dalšími materiály. 
Zhang et al., (2008) testovali osteogenní aktivitu β-TCP s použitím rat bone marrow 
stromal cells (rBMSCs). Po 4 a 8 týdnech byly vzorky vyšetřeny histologicky. Ve skupině 
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β-TCP došlo k nárůstu novotvořené kosti  o 1,3 % resp.  4,7 %. Ve skupině  β-TCP+ 
rBMSCs (potkaní mezenchymální kmenové buňky z kostní dřeně) byl nárůst mnohem 
vyšší, o 6,3 % resp.  21,5 % [Zhang et al., 2008]. Tento experiment ukazuje 
osteokonduktivní schopnosti β-TCP, které se zvyšují při použití kmenových buněk.  
      Hydroxyapatit (HAP) je podobnější lidské kosti a je původní anorganickou 
složkou kosti [Lane 1995]. Jde o přirozenou formu vápníku a fosforu resp. apatitu se 
vzorcem Ca10(PO4)6(OH)2. Jedná se o keramický materiál. Je schopen vytvářet přímé 
vazby s kostí. Bohužel má poměrně slabé mechanické vlastnosti, proto se jeho aplikace 
omezují na použití do nepříliš namáhaných míst. Používá se ve více formách [Rýglová 
2006]:  
 
a) Čistý hydroxyapatit má malou pevnost v ohybu a není mechanicky odolný. 
Připravuje se dvěma hlavními způsoby: mokrou cestou (srážením, hydrotermální 
technikou, hydrolýzou kalcium fosfátu) a reakcemi v pevném stavu – sintrováním 
[Rýglová 2006].  Vyznačuje se dobrou biokompatibilitou. Porozita, krystalická struktura a 
velikost povrchu mají vliv na vlastnosti hydroxyapatitu, zejména na resorbci a klinické 
vlastnosti. Kontkrétní vlastnosti čistého hydroxyapatitu vyplývají z charakteru komerčně 
vyráběných materiálů. Hydroxyapatit je osteokonduktivní, je dobře snášen a často se 
používá v kombinaci s TCP.  
 
b)  Hydroxyapatitové keramické kompozity mohou tvořit několik druhů výztuží 
[Rýglová 2006] – částice, destičky, vlákna apod. Výztuž v hydroxyapatitových 
kompozitech sice zvyšuje pevnost a houževnatost, ale může dojít k poklesu 
biokompatibility. Příměsi mohou také podporovat rozklad HAP na β-TCP vedoucí ke 
zvýšení biodegradability. Hlavní výhodou keramických kompozitních materiálů jsou lepší 
mechanické vlastnosti než u čistého hydroxyapatitu a minimální tkáňové reakce. Příkladem 
hydroxyapatitových keramických kompozitů jsou. HAP/ β-TCP [Rýglová 2006].  
 
c) Hydroxyapatitové kompozitní materiály s bioaktivním sklem představují 
heterogenní skupinu komerčně dostupných bioaktivních skleněných keramik. Tato velká 
skupina materiálů má nejrůznější biologickou vazbu ke tkáním. Některé se vážou k 
měkkým tkáním i ke kosti (Bioglass®), další mají afinitu jen ke kosti (Ceravital). Některá 
tato skla se ke kosti ani k měkkým tkáním nevážou a jsou odbourána během několika 
týdnů. Obecně platí, že bioaktivní skleněná keramika s adsorbovanou tenkou vrstovou 
hydroxyapatitu usnadňuje kostní vazbu k těmto materiálům. Kombinace hydroxyapatitu s 
bioaktivním sklem vede ke zlepšení mechanických vlastností bez změny degradability a 
bez snížení bioaktivity. Nejčastěji se používají pro méně mechanicky namáhané aplikace. 
Nejvýznamnějším zástupcem je bioaktivní sklo 45S5, komerčním názvem Bioglass®. Tato 
bioaktivní keramika byla objevena profesorem Larry Henchem na Floridské univerzitě ke 
konci 60. let jako reakce na potřebu bioaktivního materiálu k náhradě kostních defektů u 
veteránů války ve Vietnamu. Hlavní výhodou je dobrá biokompatibilita a velmi nízká 
tendence k formování fibrózní tkáně. Nevýhodou je nízká pevnost. Prvním užitím tohoto 
materiálu byla náhrada kůstek středního ucha u pacientů s převodní nedoslýchavostí. 
Materiál může být používán i v rekonstrukční chirurgii. Ve srovnání s autologní kostí má 
bioaktivní keramika menší uplatnění a  vykazuje menší formaci kostní hmoty v pokusu na 
králících [Trindade-Suedam et  al., 2010].  
 
d)   Hydroxyapatitové polymerní kompozity vykazují horší mechanické vlastnosti než 
lidská kost, proto se jich  neužívá v místech s vyšší zátěží [Rýglová 2006]. Jsou známy 
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např.  hydroxyapatit  s polylethylenem. S rostoucím obsahem hydroxyapatitu stoupá 
pružnost a bioaktivita, naopak klesá houževnatost. Nejsou však biodegradabilní, 
přítomnost bioinertního polyethylenu snižuje schopnost vazby s kostí. Hydroxyapatit s 
kolagenem má podobné složení jako kost, ale už ne tak komplexní mikrostrukturu. Stále 
vykazuje slabé mechanické vlastnosti, ale vyšší osteokonduktivitu než samotný HA nebo 
kolagen. Proto jsou považovány za efektivní výplně do větších defektů.  
 
      Coralline je materiál složený zejména z CaCO3, izolovaného ze skeletu mořských 
korálů. Struktura tohoto materiálu je podobná struktuře lidské kosti, ale je křehčí. Tento 
materiál se používá již od roku 1980. Umožňuje vrůstání nově tvořených cév a je 
osteokonduktivní i osteoindukční.  Materiál se liší velikostí své porozity. Mygind et al., 
(2007) zkoumali velikost těchto pórů na rychlost osteogenní diferenciace lidských 
mezenchymálních kmenových buněk a zjistili, že póry menší než 200 mikronů lépe 
stimulují osteogenezi [Mygind et  al., 2006]. Geiger et al., (2007) použili  coralline jako 
matrix a testovali hojení defektu vřetenní kosti u králíka s použitím kmenových buněk. 
Testovali králičí mezenchymální kmenové buňky z kostní dřeně (BMSCs) samotné, 
BMSCs infikováné pomocí plasmidu genem pro VEGF-A a samotný plasmid-VEGF-A. 
Zjistili, že nejvyšší procento angiogeneze měly skupiny se samotným plasmidem-VEGF a 
BMSCs infikované plasmidem-VEGF-A. Nejvyšší procento novotovřené kosti ale měla 
skupina neinfikovaných BMSCs 8. Tato práce ukazuje, že coralline je vhodným 
materiálem, je dobře odbouráván a nevykazuje nežádoucí tkáňové reakce [Geiger et  al., 
2007].  
 
3.3  Růstové faktory 
 
     Růstové faktory jsou velkou skupinou látek obvykle proteinové a steroidní povahy, 
které se účastní interakce s buněčnými receptory. Na obecné úrovni zajišťují [Varkey et  
al., 2004], [Chen et  al., 2010] : chemotaxi, morfogenezi, apotózu, mají mitogenní efekt, 
metabolický efekt či kombinaci výše popsaných efektů. Růstové faktory řídí proliferaci, 
diferenciaci, růst, dělení a apoptózu buněk [Varkey et  al., 2004], [Chen et  al., 2010]. Jde o 
širokou rodinu chemických substancí, které nejčastěji působí autokrinním, juxtakrinním, 
parakrinním a endokrinním způsobem. V kostním tkáňovém inženýrství se používá těchto 
látek často. Využívají  se třemi způsoby: a) používá se jich přímo s kostní matrix; b) 
genem pro růstový faktor infikujeme vnímavou populaci buněk, jež bude tento faktor 
zvýšeně produkovat; c) kmenové buňky dostatečně namnožené v odpovídajícím mediu a 
odpovídající matrix budou  růstové faktory spontánně produkovat. Nejčastěji se používá 
kostních morfogenních proteinů (BMP), vaskulárních endoteliálních růstových faktorů 
(VEGF), transformujících růstových faktorů beta TGF-β, destičkových růstových faktorů 
PDGF a růstových diferenciačních faktorů GDF. Do této kategorie se řadí také krevní 
plazma bohatá na trombocyty (PRP) a na trombocyty bohatý fibrin (PRF). Nejedná se o 
jasně biochemicky definovanou látku. Jde o koncentrát destiček, který prostřednictvím 
alfa-granul trombocytů přináší unikátní směs růstových faktorů. V devadesátých letech 20. 
století se růstové faktory testovaly v monoterapii. Postupně se objevovaly studie 
s kombinacemi těchto látek. Po roce 2000 jsou poměrně časté práce s transfekcí genů pro 






Skupina transformujícího růstového faktoru beta 
 
      Transformující růstový faktor beta (Transforming Growth Factor β -  TGF-β) je 
skupinou mnoha cytokinů, a proto je v anglické literatuře označována jako superfamily – 
superrodina. Tyto cytokiny sestávají ze strukturálně podobných regulačních proteinů. 
Jméno získaly podle prvního objeveného zástupce této skupiny TGF-β1, popsaného v roce 
1983 [Assoian et  al., 1983 ] Celá rozsáhlá skupina se skládá s homo- nebo heterodimerů 
spojených disulfidovým můstkem. Tyto cytokiny zahrnují skupinu TGF-β s izoformami 
TGF-β1, TGF-β2, TGF-β3, kostní morfogenetický protein – ( angl. bone morphogenetic 
protein – BMP) s přibližně 20 zástupci, skupinu růstových a diferenciačních faktorů 
(growth and differentiation factor  - GDF), skupinu aktivinů/inhibinů (aktivin A, AB, B, 
inhibiny A, B), dále skupinu gliálního neurotrofického faktoru (angl. glial cell-derived 
neurotrophic factor  - GDNF) a několik dalších členů jako např. MIH (angl. Műllerian 
inhibiting substance). Viz tabulka 4.  [Knight et Glister 2006]. 
 
Tabulka 4 - Skupina transformujícího růstového faktoru beta TGF-β: 
Podskupiny TGF-β  Anglický název Zkratka 
Kostní morfogenní proteiny Bone Morphogenetic Proteins BMP 
Růstové a diferenciační faktory Growth Differentiation Factors GDF 
Gliální neurotrofický faktor Glial cell line-Derived 
Neurotrophic Factor 
GDNF 
Transformující růstový faktor beta Transforming Growth Factor 
Beta 
TGF-beta 
Aktivin/Inhibin Activins/Inhibins --- 
Další TGF-beta Ligandy --- Zástupci: Lefty, MIH 
       Zdroj:  Knight et Glister (2006) 
 
      Na obecné úrovni podskupina TGF kontroluje proliferaci, diferenciaci, buněčné 
rozpoznávání, apotózu a embryogenezi od hmyzích druhů až po savce [Shi et Massagué 
2003].    
TGF-β ligand se váže na serin/threonin kinasový receptor na porchu buňky. Kaskádovou 
fosforylací  dochází k aktivaci SMAD proteinů a tím k přímé regulaci transkripce cílových 
genů v jádře [Shi et Massagué 2003]. Všechny tři TGF-β se syntetizují v různých buňkách 
včetně makrofágů. Homodimer TGF-β po syntéze interaguje s Latency Associated Peptide 
(LAP). Vzniklý protein se nazývá Small Latent Complex (SLC). Tento se spojuje s dalším 
proteinem Latent TGF-β-Binding Protein (LTBP) za vytvoření ještě rozsáhlejšího 
proteinového konstruktu: Large Latent Complex (LLC). V této formě se TGF-β vylučuje 
do extracelulárního prostoru [Rifkin 2005]. Existují čtyři izoformy LTBP (LTBP-1, LTBP-
2, LTBP-3, LTBP-4). Mutace alterující LAP nebo LTBP mohou vést k poruše signalizace 
TGF-β. Myši s mutací v genu pro LTBP-3 nebo LTBP-4 mají stejný fenotyp jako myši s 
alterovaným genem přímo pro TGF-β [Annes et  al., 2003]. Volný a účinný TGF-β může 
být uvolněn celou řadou různých látek, např. v plazmě plasminem, v cílových tkáních  
makrofágy, trombospondinem I (glykoprotein zprostředkovávající interakci mezi buňkami 
a extracelulární matrix). Jméno transformujícího růstového faktoru vychází z pozorování, 
že TGF byl původně nalezen v extraktech z maligních tumorů a byl vysloven předpoklad, 
že vede  k maligní transformaci [Centrella et Canalis 1985], [Schliephake 2002]. Později 
bylo zjištěno, že tento  růstový faktor inhibuje proliferaci epitelových buněk a je zvýšeně 
exprimován v epiteliálních malignitách. V karcinomu prostaty ztrácejí maligní buňky svůj 
receptor pro TGF a jsou rezistentní na jeho antiproliferativní působení. Vysoká exprese 
TGF v těchto tumorech simulovala příčinu nádorového růstu [Schliephake 2002], 
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[Wilkstrom et  al., 2001]7,8. V hepatocelulárním karcinomu byla zvýšená exprese TGF 
pozorována a je spojena se ztrátou schopnosti apoptózy [Schliephake 2002], [Rossmanith 
et Schulte-Hermann 2001].  Při embryogenezi hraje TGF-β důležitou roli. Ztráta aktivity 
nebo defekt receptorů vede ke zvýšení perinatální mortality [Schliephake, 2002], [Duneas 
et  al., 1998]. TGF-β hraje zřejmě roli při srůstu švů lebky v průběhu růstu lebečních kostí 
[Schliephake 2002]. V kostní tkání byly nalezeny všechny tři izoformy TGF-β  (TGF-β1, 
TGF-β2, TGF-β3). Dominantní úlohu v kostní regeneraci hraje ve srovnání s ostatními 
izoformami TGF-β1 [Virolainen et  al., 1998]. TGF-β stimuluje časnou proliferaci 
osteoblastů a limituje diferenciaci pozdních stádií osteoblastů. Použití TGF-β v kostním 
tkáňovém inženýrství v monoterapii přineslo nejednoznačné výsledky.  
Nikolidakis et al. (2009)  studovali titanové zubní implantáty, které zavedli do stehenní 
kosti ovce. Zjistili, že čisté titanové implantáty měly největší procento osseointegrace. 
Signifikantně nižší úroveň osseointegrace měly implantáty spolu s 1,0μg TGF-β1.  
Negativní efekt na osseointegraci měla dávka 0,5μg TGF-β1  [Nikolidakis et  al., 2009]. 
Tielinen et al., (2002)  použili 50 μg  TGF-β1 do defektu stehenní kosti u potkana spolu s 
celulosou a PLLA. Po 3 týdnech nebyl mezi skupinami léčenými TGF-β1 a neléčenými 
žádný rozdíl v přírůstku kosti.[Tielinen et  al., 2002] Hong et al., (2000) testovali TGF-β1 
spolu s želatinou na defektu kalvy u králíka. Prokázali signifikantně vyšší nárůst kostní 
hmoty ve skupině s TGF-β1 [Honk et  al., 2000].  Méně obvyklým testem se zabývali 
Sumner et al., (2006). Testovali mechanickou pevnost zavedeného titanového implantátu 
do pažní kosti psa. Zjistili aditivní efekt rhTGF-beta2 and rhBMP-2. Skupina s těmito 
růstovými faktory měla nejvyšší pevnost implantátu 28 dní od zavedení [Sumner et  al., 
2006]. Ehrhart et al., (2004)  potvrdili signifikantně vyšší novotvorbu kosti s použítím 
rhTGF-beta1 v želatinovém nosiči v defektu loketní kosti u králíka [Ehrhart et  al., 2004]. 
Simmons et al., (2004) využili potkaních kmenových buněk z kostní dřeně (rat bone 
marrow stem cells - rBMSCs) spolu s alginátem. Testovali  efekt kombinace TGF- β3 a 
BMP-2  na eventuální řízené uvolňování růstových faktorů z alginátu. Alginát kovalentně 
upravili navázáním peptidových ligandů RGD. Použili ektopický model myši. Zjistili, že 
společné použítí TGF- β3 a BMP-2  ukázalo nejvyšší  novotvorbu kosti [Simmons et  al., 
2003].  Li et al., (2014)  provedli méně obvyklý postup. Použili chitosanovou membránu s 
TGF-β1, kterou překryli obnaženou zubní dřeň na psím modelu a testovali novotvorbu 
dentinu. Popsali, že chitosanová membrána obsahující TGF-β1 zajistila 3–6× vyšší 
novotvorbu reparativního dentinu [Li et  al., 2014]. Ferreira et al., (2013) provedli obsáhlé 
testování TGF- β1 a BMP-4, jednotlivě spolu s PBS,  jednotlivě spolu s liposomy a 
dohromady. Zjistili, že signifikantně nejvyšší nárůst nové kosti měly skupiny s liposomy s 
TGF- β1, s BMP-4 a TGF- β1+ BMP-4. Mezi těmito skupinami již rozdíly nebyly [Ferreira 

















Metoda analýzy Výsledek Ref. 





kondylu femuru  
ovce 
Histomorfometrie Použití TGF- β1  mělo 
signifikantně negativní vliv 
na osseointegraci. Čistý titan 
vykazoval nejlepší kontakt 
s kostí.  
Nikolidakis 
et al.  al., 
(2009) 
TGF-β1 
50 μg  
Poly-ld-lactic 
acid (PLLA) 
Defekt femuru u 
potkana 
RTG, histologie Histologicky bez rozdílu 
mezi skupinami.  
Tielinen et 
al., (2002)   
TGF-β1 
0.5 μg 
Želatina Defekt lebky u 
králíka 
RTG, histologie Želatina s TGF- β1 měla 
nejvyšší nárůst novotvořené 
kosti. Samotná želatina a 
samotné TGF- β1 
singifikantně nižší 
novotvorbu kosti 









Humerus u psa Mechanické  
testování 
Aditivní efekt v mechanické 
stabilitě titanového 
implantátu při Použití rhTGF-











novotvorba kosti ve skupině 
s  TGF- β1 než ve skupině se 
samotným nosičem 
Ehrhart et 











Histomorfometrie Neozářený alginát: bez 
efektu. 
Ozářený alginát: skupina  
TGF- β3 
s BMP-2 se signifikantně 












materiálem u psa 
Histologie Chitosanová membrána 
obsahující  
TGF- β1 zajistila  
3–6x vyšší novotvorbu 
reparativního dentinu.   
Li et al., 










fibronektin (FN) a 
kolagen typ III 
Signifikantně vyšší 
novotvorba kosti ve 
skupinách TGF- β1, BMP-4  
a TGF- β1+ +BMP-4 oproti 





* RGD - oligopeptid  ve složení arginin-glycin-kyselina asparagová 
 
      Z výše popsaného vyplývá, že  nejlepším kandidátem v rámci skupiny TGF je 
izoforma TGF- β1 [Nikolidakis et  al., 2009], [Honk et  al., 2000], [Ehrhart et  al., 2004], 
[Li et  al., 2014], [Ferreira et  al., 2013]. 
Část výsledků zůstává kontroverzní [Sumner et  al., 2006].  Jak bylo popsáno výše, 
dominantní úlohu v této skupině má izoforma TGF- β1 ale i ostatní izoformy mají 
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pozitivní efekt na novotvorbu kosti [Sumner et  al., 2006], [Simmons et  al., 2004]. 
Skupina TGF patří spolu s BMP ke zlatému standardu kostního tkáňového inženýrství. 
 
Kostní morfogenní protein – BMP 
 
      Poprvé osteoinduktivní aktivitu BMP pozoroval M. R. Urist v 60. letech 20. století. 
Předpokládal, že demineralizovaná a lyofilizovaná kost obsahuje látku s osteoindukční 
aktivitou [Urist 1965]. Vlastní název "Bone Morphogenetic Protein" navrhl Urist v roce 
1971 [Urist et  al., 1971].  Dlouho nebylo jasné, jaké látky se za touto schopností skrývají. 
V 80. letech byl purifikován BMP-3 (osteogenin) a izolován lidský BMP–2 a BMP-4 
[Wozney et  al., 1988].  
      Studie na transgenních myších ukázaly, že BMP hraje důležitou roli ve vývoji 
srdce, chrupavky a nervového systému. BMP má také důležitou roli při formování kosti 
[Chen et al., 2004]. Dnes BMP představují celou skupinu více než 20 proteinů. Sedm z 
nich má osteoinduktivní vlastnosti [Riley et  al., 1996]. Přehled jednotlivých BMP s jejich 
funkcí viz následující tabulka 6. 
 
Tabulka 6 - Přehled jednotlivých BMP s jejich funkcí 
Typ BMP Synonymum Funkce 
BMP-1 --- Formování chrupavky in vivo, je metaloproteinasou, není součásti 
skupiny TGF-β  
BMP-2 BMP-2a Embryonální vývoj chrupavky a kosti 
BMP-3 Osteogenin Indukuje osteogenezi 
BMP-4 BMP-2b Enchondrální osifikace. Snížená exprese byla popsána u 
fibrodysplázie 
BMP-5  Vývoj chrupavky, podílí se na vývoji trabekulární kosti. Potenciální 
role v etiopatogenezi glaukomu 
BMP-6 VGR Exprimuje se v časné embryogenezi. Má vztah k BMP-5 a BMP-7, 
spekuluje se o jeho osteoindukční funkci. Kontroluje metabolismus 
železa cestou hepcidinu. 
BMP-7 OP-1 Indukce osteogeneze podporou diferenciace osteoblastů 
BMP-8a --- Není zjištěno 
BMP-8b OP2, BMP8 Spekuluje se o osteogenním potenciálu 
BMP-10 --- U myši se podílí na vývoji srdce 
BMP-11 GDF-11 Řazeno mezi GDF 
BMP-12 GDF-7 Řazeno mezi GDF 
BMP-13 GDF-6 Řazeno mezi GDF 
BMP-14 GDF-5 Řazeno mezi GDF 
BMP-15 GDF9B Maturace oocytu, vývoj ovariálního folikulu. Defekt v genu pro 
BMP-15 vede k ovariální dysgenezi 
        Zdroj: Genová banka americké Národní lékařské knihovny,  www.ncbi.nlm.nih.gov/gene 
 
    Transdukce signálu BMP probíhá přes serin/threonin - kinasovou kaskádu. Tato 
kaskáda je stejná pro celou TGF-beta skupinu, a proto se BMP do této skupiny řadí.  Přes 
kaskádu fosforylací je uvolněn transkripční faktor, který v jádře přímo reguluje transkripci 
DNA. Na základě sekvence aminokyselin můžeme osteoinduktivní BMP rozdělit do 
několika skupin: BMP-2/-4 a skupinu osteogenetického proteinu-1 neboli skupinu OP-1, 
kam patří BMP-5 až BMP-8. BMP se skládá ze 2 polypeptidových podjednotek spojených 
disulfidovými můstky. Podle toho můžeme BMP rozdělit na homodimery a heterodimery. 
In vivo nebyly heterodimery nalezeny [Diederik et  al., 2010].  
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      Zheng et al., (2010) porovnávali účinek heterodimerů rekombinantního humánního 
BMP2/7 (rhBMP2/7). Pozorovali, že tento heterodimer indukuje osteogenezi a migraci 
buněk v signifikantně nižší koncentraci než  homodimery rhBMP-2 a rhBMP-7. V této 
studii autoři pozorovali, že stejné koncentrace heterodimerů rhBMP2/7 vedou k 
několikanásobně vyššímu depozitu vápníku než stejné koncentrace rhBMP-2, respektive 
rhBMP-7. Stejného efektu je pak možné dosáhnout s nižšími koncentracemi rhBMP2/7 
[Zheng et  al., 2010]. 
      Smith et al., (2008) testovali použití kolagenové trojrozměrné matrice spolu s 
rhBMP-2 na králících. Ve skupině s rhBMP zaznamenali signifikantně vyšší zhojení 
defektů v kalvě jak s použítím 2D a 3D CT, tak i histologicky [Smith et  al., 2008].    
      Hong et al., (1998) použili rhBPM-2 v hydrogelové matrici. Po 21 dnech 
pozorovali signifikantně  vyšší denzitu kosti s použitím rhBMP-2  [Hong et  al., 1998]. 
      Zajímavou studii předložili Zheng et al., (2006). Testovali standardní a zvýšenou 
rychlost distrakce mandibuly u králíka. Zrychlená distrakce dosáhla trojnásobků obvyklých 
hodnot. U králíka byl podáván rhBMP na jednu stranu distrahovaného úseku. Podle  
mikroCT a histologické mofrometrie není statisticky signifikantní odchylka mezi pomalou 
a rychlou distrakcí. Jinak řečeno, rhBMP zajistí stejně dobrou osteogenezi i u rychle 
distrahovaných částí dolní čelisti u králíka [Zheng et  al., 2006]. 
      Alonso et al., (2010) provedli klinické testování na 16 pacientech s rozštěpem rtu a 
patra. Pacienti byli randomizovaní do 2 skupin. Chybějící kost v horní čelisti byla  u 
pacientů 1. skupiny nahrazena autologní kostí z lopaty kosti kyčelní. U 2. skupiny byla 
použita resorbovatelná kolagenní matrix s rhBMP-2. Po 12 měsících od výkonu  byl defekt 
v horní čelisti u 1. skupiny zaplněn z 65 % a ve druhé skupině z 83,8 %. Autoři hodnotí 
výsledek jako velmi dobrý, zvlášť s přihlédnutím ke snížení morbidity eliminací dalšího 
operačního výkonu v místě odběru kosti (angl. donor site morbidity) [Alonso et  al., 
2010].  
      Bessa et al., (2010) použili partikulí fibroinu z hedvábí, do kterých uzavřeli 
rhBMP-2. Experiment prováděli in vitro i in vivo. In vitro byla po dvou týdnech aktivita 
ALP a mineralizace vyšší ve skupině enkapsulovaného rhBMP-2 než ve skupině rhBMP-2 
přidaného jako roztok do testovaného media. In vivo použili enkapsulovaného rhBMP-2 do 
mikropatikulí fibroinu na potkaním ektopickém modelu osteogeneze. Histologicky a 
pomocí mikroCT pozorovali po dvou a čtyřech týdnech od implantace zvýšenou 
ektopickou novotvorbu kosti při použití 5 nebo 12,5 g rhBMP-2. Nebyla pozorována 
žádná cytotoxicita. Autoři se domnívají, že se jedná o možný model ke klinickému 
testování [Bessa et  al., 2010].  
      Ling-ling et al., (2010) studovali interakce mezi stromálními buňkami z tukové 
tkáně potkana – potkaní kmenové buňky z tukové tkáně (rat adipose derived stromal cells -
rASCs), rhBMP-2 a beta-TCP. Po 12 týdnech nepozorovali signifikantní rozdíl v 
novotvorbě kosti mezi skupinami beta-TCP/rhBMP-2 a beta-TCP. Singifikantně vyšší 
nárůst kosti byl u skupiny rASCs/b-TCP oproti skupině beta-TCP. Ale nejvyšší nárůst 
novotvorby kosti byl u skupiny s kmenovými buňkami s beta-TCP i rhBMP-2 [Ling-Ling 
et  al., 2010].   
      Velká část studií se věnuje testování optimální koncentrace příslušného růstového 
faktoru. Jiang et al., (2009) testovali optimální dávku rhBMP-7. Na modelu 
mezenchymálních kmenových buněk z kostní dřeně (angl. human bone marrow 
mesenchymal stem cells; hBMSCs) in vitro testovali vzestupné dávkování rhBMP-7 [Jiang 
et  al., 2009]. 
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      Hsu et al., (2007) použili lentivirus jako vektor pro gen pro BMP-2, kterým 
infikovali potkaní MSC (rBMSCs). Pozorovali, že takto infikované buňky byly schopné 
dlouhodobé produkce BMP-2 in vivo a in vitro byly schopné novotvorby kosti [Hsu et  al., 
2007].  
      Z výše uvedeného je patrné, že BMP má významné osteoinduktivní účinky. 
Účinnějším je heterodimer rhBMP2/7 [Zheng et  al., 2010]. Použití kmenových buněk 
různých linií s rhBMP vede k většímu nárůstu kosti [Ling-Ling et  al., 2010], [Jiang et  
al., 2009]. Porovnání efektu proteinů ze skupiny BMP spolu s jinými růstovými faktory a 
s kmenovými buňkami viz tabulka 7. 
 





Výsledek  Ref. 
BMP-4/ 
autologní kost 
Kolagen I Nezhojené fraktury 
tibie u člověka 
BMP na kolagenním nosiči 
mělo stejné výsledky jako 
použítí autologní kosti  bez  
morbidity v místě odběru 
Friedlaender 
et al., (2001)  
BMP-7/VEGF/  MSC  HA/TCP  Ektopická 
intramuskulární 
implantace u myši 










BMP-7/MSCs Kollagen Defekt metatarzálních 
kostí u ovce 
Synergický efekt ve skupině 
MSCs+BMP-7 





femuru u králíka 
Bez efektu Ueki et al., 
(2003) 
ASCs/BMP-2 Kolagen Defekt kalvy u králíka Synergický efekt ve skupině 
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--- in vitro Synergický efekt 
hASC+D3+BMP-2** 
Song et al., 
(2011) 
VEGF/BMP-2 Polypropylén Subkutánní 
implantace/ defekt 
femuru u potkana 
Synergický efekt obou 
růstových faktorů 
Žádný rozdíl mezi skupinami 
VEGF+BMP-2 a samotným  
BMP-2 




Defekt kalvy u 
potkana 
Synergický efekt**** Lee et al., 
(2011) 
Transfekce genem 
pro  BMP-7 a  IGF-I 
genem 
--- Fetální buňky z kalvy 
potkana (fetal rat 




Yeh et al., 
(2006) 
*   VEGF výrazně zvýšilo angiogenezi, bez zvýšení osteogeneze 
**  Na dávce a času závislý osteogenní effekt vitamínu D3 a  BMP-2 s  ASCs 
***  Trojrozměrná matrix vyrobena pomocí mikrostereolithografie (MSTL) s použítím Poly(propylen 
fumarátu) (PPF)/diethyl fumarátu (DEF) fotopolymeru   
**** Na dávce a času závislý osteogenní effekt vitamínu D3 a BMP-2 s ASCs 
@ Synergický efekt ve skupině na  3D modelu PPF+ DEF+ PLGA+ BMP-2 v porovnání se skupinou   
PLGA+ BMP-2 
 
      Skupina BMP je nejvíce celosvětově studovanou skupinou růstových faktorů v 
kostním tkáňovém inženýrství. BMP se testuje in vitro, in vivo, ale i v preklinických a 
klinických studiích [Nauth et  al., 2011]. V klinickém výzkumu byl BMP testován 
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zejména v hojení zlomenin [Friedlaender et  al., 2001], [Zimmermann  et  al., 2009], v 
hojení kostních defektů [Ekrol et  al., 2008], [Jones et  al., 2006] a ve spinální fúzi 
[Dimar et  al., 2006], [Vaccaro et  al., 2004].  Bylo publikováno velké množství prací s 
BMP. Přesto nelze BMP a ani jiný růstový faktor v současné době považovat za ideální. 
Dokonce nejsou známy ani kombinace růstových faktorů, které bychom mohli prohlásit za 
zlatý standard. Tabulka 7 shrnuje rozsah použítí BMP samostatně nebo v kombinaci s 
jinými růstovými faktory, eventuelně kmenovými buňkami. 
 
Vaskulární endotelový růstový faktor  - VEGF 
 
     Vaskulární endotelový růstový faktor (vascular endothelial growth factor - VEGF) 
byl poprvé popsán Sengerem jako VPF (tumour Vascular Permeability Factor) v roce 1983 
[Senger et  al., 1983]. Ale až v roce 1989 jej charakterizovali Ferrara et al [Keramarisa et  
al., 2008], [Ferrara et  al., 1989].  Po objevení prvního VEGF označeného jako VEGF-A 
byly objeveny i další podtypy: VEGF-B, VEGF-C ( také nazývaný VEGF-2), VEGF-D, a 
placentární růstový faktor (placental growth factor - PLGF). Dále byly objeveny i virové 
endotelové faktory – VEGF-E a endotelové faktory hadího jedu VEGF-F [Ylä-Herttuala 
et  al., 2007], [Ogawa et  al., 1998], [Yamazaki et  al., 2003]. Každý z výše popsaných 
VEGF má různé izoformy, které vznikají alternativním sestřihem pre-mRNA do mRNA. 
Sestřih (angl. splicing)  představuje odstranění částí vzniklých přepisem intronů, které 
nekódují žádnou genetickou informaci. Vzniklé úseky mRNA mohou být různě spojeny a 
tím vznikají různé izoformy VEGF. V kostním tkáňovém inženýrství má největší význam 
VEGF-A. Nejdůležitejšími izomery VEGF-A jsou VEGF-A121, VEGF-A165, VEGF-
A189, VEGF-A206. Účinek VEGF-A závisí na koncentraci v cílové tkáni. Nízké hladiny 
VEGF-A zajišťují homeostázu, přežití endotelových buněk, produkci oxidu dusnatého a 
prostacyklinu. Jinak řečeno v nízkých koncentracích zajišťuje vazodilataci, inhibici růstu 
buněk hladké svaloviny, mají antitrombotický efekt a celkově vaskuloprotektivní působení 
[Ylä-Herttuala et  al., 2007], [Yla-Herttuala et  al., 2004]. Při vyšších hladinách má 
vaskulogenní efekt, vede k migraci endotelových buněk, jejich mitóze a vytváření nových 
cév [Ylä-Herttuala et  al., 2007]. Porovnání efektu VEGF spolu s jinými růstovými 
faktory a s kmenovými buňkami viz tabulka 8.  
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* VEGF- samotné  and VEGF-v infikovaných buňkách vedlo k signifikantně vyšší vaskularizaci a 
resorpci matrix. Nejvyšší stupeň novotvorby kosti byl ve skupině matrix + rBMSCs.  
**  HA – hydroxyapatit, TCP – beta-trikalcium fosfát 
***   Environmental scanning electron microscopy (ESEM) 
@   Skupina I : BMP-7 vs. BMP-7/VEGF;  Skupina II: BMP-7 vs. BMP-7/MSCs, Skupina III: BMP-7 
vs. kontrola. Plocha novotvořené kosti  se signifikantně nelišila 
 
      Geiger et al., (2007) použili coralline jako matrix a testovali hojení defektu radia u 
králíka s použitím kmenových buněk. Testovali králičí mezenchymální kmenové buňky z 
kostní dřeně (BMSCs) samotné,  BMSCs infikováné pomocí plazmidu genem pro VEGF-
A a samotný plazmid-VEGF-A. Zjistili, že nejvyšší procento angiogeneze měly skupiny se 
samotným plazmidem-VEGF a BMSCs infikované plazmidem-VEGF-A. Nevyšší procento 
novotovřené kosti však měla skupina neinfikovaných BMSCs [Geiger et  al., 2007]. Tato 
práce také ukazuje, že VEGF nezajišťuje osteogenezi, ale působí na ni sekundárně 
novotvorbou cév. Podobné výsledky představili Leach et al. (2006). Vytvořili  polymerní 
matrix složenou z bioaktivní keramiky (Bioglass 45S®) s kopolymerem kyseliny 
polymléčné a polyglykolové  (PLGA - polylactic-co-glycolic acid)  s alginátem a VEGF. 
Testovali, zda takto vytvořený kompozitní materiál vede k postupnému uvolňování VEGF. 
Zjistili singifikantně vyšší neovaskularizaci v prvních 2 týdnech. Vliv VEGF na 
osteogenezi  neprokázali [Leach et  al., 2006].   
Sojo et al. (2005) prováděli distrakci na stehenní kosti potkanů. Ověřili hypotézu, že 
aktivita VEGF, respektive angiogeneze, časově předchází osteogenezi [Sojo et  al., 2005].  
      Roldán el al., (2010) použili hydroxyapatitový keramický kompozitní materiál s 
poměry hydroxyapatitu/β-TCP 60:40 s mezenchymálními kmenovými buňkami (MSCs) a 
testovali účinnost BMP-7, VEGF, samostatně i dohromady a v kombinacích s MSCs. Na 
ektopickém modelu myši v žádné skupině nepozorovali vyšší osteogenezi ani v 
elektronovém mikroskopu, ani histologicky [Roldán et  al., 2010]. Na tento výsledek 
zřejmě měla vliv ektopická implantace subkutánně [Roldán et  al., 2010]. 
      Kanczler et al., (2010) testovali  VEGF na alginátovém nosiči a BMP-2 na nosiči z 
obou D, L enantiomérů kyseliny polymléčné – PDLLA s lidskými kmenovými buňkami z 
kostní dřeně – hBMSCs. V prvních 7 dnech in vitro pozorovali zvýšené uvolňování VEGF 
ve tkáňové kultuře. BMP-2 se uvolňovalo později, ale dosahovalo vyšších hodnot než 
VEGF do 28. dne. In vivo pozorovali osteogenní potenciál u skupiny VEGF/BMP-2/ 
hBMSCs. Autoři považují zvolenou matrix a růstové faktory jako velmi výhodné pro 
kostní tkáňové inženýrství [Kanczler  et  al., 2010].  
      Kleinheinz et al., (2005) vytvořili defekt v mandibule u králíků. Použili Colagen I 
jako matrix s VEGF. Ve skupině s VEGF nepozorovali ve srovnání s kontrolní skupinou 
vyšší novotvorbu kosti, ale vyšší denzitu [Kleinheinz et  al., 2005]. Ukazuje se, že VEGF 
je důležitým růstovým faktorem, který nestimuluje novotvorbu kosti přímo, ale podílí se na 
ní zlepšením angiogeneze.   
 
Destičkový růstový faktor - PDGF 
 
      Destičkový růstový faktor (angl. platelet-derived growth factor - PDGF) je 
dimerický glykoprotein složený ze dvou podjednotek spojených disulfidovou vazbou. 
PDGF je kódován 4 geny (PDGF-A, PDGF-B, PDGF-C a PDGF-D), které tvoří 
homodimery (PDGF-AA, -BB, -CC, -DD) a heterodimery PDGF-AB. Obě podjednotky se 
34 
 
mohou kombinovat jako homodimery AA nebo BB nebo jako heterodimery AB. Receptor 
pro PDGF (PRGFR) patří do skupiny tyrozin-kinásových receptorů a má 2 podtypy 
PDGFR-α a PDGFR-ß3. Chung et al., (2009) zkloumali roli PDGF-BB jako 
potencionálního růstového faktoru pro mezenchymální kmenové buňky po poranění 
růstových plotének kostí. Autoři experimentálně způsobili poranění růstové ploténky tibie 
u potkanů. Experimentálním zvířatům injikovali imatinib, inhibitor tyrozin-kinasy. Tento 
lék se používá v humánní medicíně zejména u myeloidní leukémie. Imatinib blokuje 
přenos informace o navázání PDGF do buňky a tím eliminuje jeho efekt. Autoři zjistili, že 
zvířata léčená Imatinibem, inhibitorem PDGFR, vedla k menšímu nárůstu chrupavky a 
kosti v místě poranění. Prokázali také, že PDGF-BB zvyšuje migraci mezenchymálních 
kmenových buněk z kostní dřeně do místa poranění [Chung et  al., 2009]. To ukazuje na 
roli PDGF  jako chemotaktického faktoru pro vlastní kmenové buňky, PDGF je mitogenem 
pro mezenchymální buňky [Diederik et  al., 2010]. Tento růstový faktor hraje úlohu ve 
vývoji tkání a orgánů, zejména CNS, cév a glomerulů [Schliephake 2002]. Je důležitý 
v embryogenezi, zejména gastrulaci, vývoji neurální lišty, vývoji gliových buněk, skeletu, 
hematopoéze a angiogenezi. Na obecné úrovni má efekt mitogenní, podporuje angiogenezi, 
buněčnou migraci a proliferaci. Studie na knockout myších ukázaly velkou důležitost 
tohoto cytokinu. Tak velkou, že knockout myši měly velkou prenatální i perinatální 
mortalitu, což omezuje možnosti experimentálního studia tohoto faktoru. PDGF je důležitý 
při patogenezi nádorových a vaskulárních onemocnění. Strukturálně a funkčně je blízký 
vaskulárnímu endoteliálnímu růstovému faktoru – VEGF3.  Po poranění, v rané fázi, 
destičky agregují a uvolňují PDGF. Tento cytokin působí chemotakticky na neutrofily, 
makrofágy a mezenchymální buňky, které poté slouží jako další zdroj PDGF během hojení 
[Diederik et  al., 2010]. K porovnání účinku PDGF spolu s jinými růstovými faktory a 
s kmenovými buňkami viz tabulka 9. 
 
Tabulka 9 - Porovnání účinku PDGF spolu s jinými růstovými faktory a 
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*   Partikule z kyseliny polymléčné a polyglykolové:  poly-(D-L-lactide) a poly-(D-L-lactide-co-
glycolide) (PDLLA-PLGA)  
**  hPLCs  - human periodontal ligament cells 
***  RT-PCR  - reverse transcription-polymerase chain reaction 
 
     Zhang et al., (2012) použili adenoviru jako vektoru k transfekci geny pro PDGF a 
BMP-7 u ovariektomovaných potkanů s osteoporózou. Zjistili, že v kombinaci mají PDGF 
a BMP-7 synergický efekt. Signifikantně vyšší novotvorbu  kosti pozorovali ve skupině s  
PDGF-b a BMP-7 ve srovnání s matrix samotnou nebo se samotnou transfekcí genu pro 
BMP-7 [Zhang et  al., 2012]. Marzouk et al., (2007) testovali vinylstyrenové partikule 
společně s PDGF-BB v defektu kalvy u potkana. Ve skupině s PDGF-BB zjistili negativní 
efekt růstového faktoru na novotvorbu kosti [Marzouk et  al., 2007]. Zhang et  al., (2007) 
použili lidských periodontálních buněk (angl. human periodontal ligament cells – HPLCs) 
spolu s plazmidem kódujícím gen pro PDGF-B. Zjistili lepší proliferační aktivitu hPLCs v 
matrix s genem pro PDGF-B. Tato skupina vykazovala vyšší expresi PDGF-B a kolagenu 
typu I než skupina s čistým chitosanem jako matrix [Zhang et  al., 2007]. Elangovan et  al., 
(2014) použili DNA plazmy k transfekci lidských kmenových buněk z kostní dřeně (angl. 
human bone marrow stromal cells -BMSCs) genem pro PDGF-B. Použili kolagenní matrix 
v defektu kalvy u potkana. Popsali signifikatně vyšší novotvorbu kosti u skupiny 
infikované plazmidem s genem pro PDGF-B v porovnání s prázdným defektem nebo 
čistou matrix [Elangovan et  al., 2014]. Chang et  al., (2013) použili kopolymeru kyseliny 
polymléčné a polyglykolové (PDLLA-PLGA) se simvastatinem a PDGF do parodontálních 
defektů v horní čelisti u potkana. Zjistili signifikantně vyšší objem kosti ve skupině 
PDLLA-PLGA+Simvastatin +PDGF v porovnání s ostatními skupinami. V této skupině 
měla parodontální vlákna anatomicky správný tvar a byla inzerována do povrchu kořene se 
známkami cementogeneze [Chang et  al., 2013]. Schwarz et  al., (2010) testovali 
izoformu rhPDGF-BB na defektech mandibuly u psa s použitím deproteinizované bovinní 
kosti. Potvrdili pozitivní efekt rhPDGF-BB 10, kterého se používalo v devadesátých letech 
spíše v monoterapii. Po roce 2000 se zkoumaly kombinace růstových faktorů [Kwon et  
al., 2010], [Yamano et  al., 2014] a v posledních letech přibývá prací s úspěšnou 
transfekcí kmenových buněk genem pro PDGF [Zhang et  al., 2012], [Mello et  al., 
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2014], [Zhang et  al., 2007]. Použití vinylstyrenových partikulí jako matrix v kostním 
tkáňovém inženýrství je neobvyklé a je možné, že tento fakt vedl k negativnímu výsledku 
při použítí PDGF [Marzouk et  al., 2007]. Na základě výše uvedeného můžeme 
konstatovat, že PDGF je dobrým a ověřeným růstovým faktorem v kostním tkáňovém 
inženýrství.  
 
Růstový a diferenciační faktor – GDF 
 
Růstové a diferenciační faktory (GDF) jsou podskupinou transformujícího růstového 
faktoru beta (TGF-beta). GDF představují skupinu proteinů, které se exprimují v různých 
tkáních, regulují embryogenezi, apoptózu, zánětlivou reakci a další procesy. Tato skupina 
má 15 zástupců: GDF1 – GDF15 viz tabulka 10.     
 
Tabulka 10 - Přehled jednotlivých GDF s jejich funkcí 
Zástupce Synonymum Popis 
GDF1    V časné embryogenezi zodpovědný za pravolevou asymetrii a  
vývoj nervového systému v pozdní embryogenezi. 
GDF2    
 
  
BMP9 Důležitý pro vývoj cholinergní části CNS. Podílí se na řízení 
produkce hepcidinu, jaterního peptidu pro metabolismus 
železa. 
GDF3 Vg-related gene 
2" (Vgr-2) 
Osifikace kostí v embryonálním vývoji 
GDF5    BMP14. Používá se v tkáňovém inženýrství k regeneraci kosti a 
chrupavky. Mutace v tomto genu způsobují některé typy 
brachydaktylie a chondrodysplasie. Toto naznačuje, že má 
velký vliv ve vývoji kostry.  Vývoj CNC s mediátorem 
dopaminem. 
GDF6 BMP13 Zodpovědný za tvorbu kostí, kloubů, končetin, lebky a axiální 
kostry. Mutace v genu pro GDF6 vede ke kolobomům, 
Klippel-Feilovu syndromu 
GDF8   
 
myostatin- MSTN Negativní regulátor vývoje kosterních svalů. 
GDF9  Reguluje folikulogenezi v ováriích 
GDF10  Svým účinkem blízký BMP3. Synonymum BMP-b. 
Morfogeneze skeletu.   
GDF11   BMP11 Vývoj mezodermu, vývoj čichového epitelu a části sítnice. 
GDF15 TGF-PL, PTGFb Regulace zánětu, apoptózy 
    Zdroj: Genová banka americké Národní lékařské knihovny,  www.ncbi.nlm.nih.gov/gene 
 
     Jak vyplývá z tabulky 10 skupina GDF je skupinou částečně heterogenní. Mnoho 
GDF má různá synonyma a část zástupců této skupiny je řazeno mezi BMP. V kostním 
tkáňovém inženýrství je nejvíce zkoumáno GDF5. GDF5 se považuje za  klíčový faktor při 
vývoji chrupavky při embryogenezi [Kleinschmidt et  al., 2013], [Francis-West et  al., 
1999]. Bylo pozorováno, že ztráta funkce GDF5 vede ke zpomalenému hojení zlomenin 
[Kleinschmidt et  al., 2013], [Chhabra et  al., 2005], místní aplikace GDF5 vedla ke 
zvýšení kostní regenerace [Kleinschmidt et  al., 2013], [Magit et  al., 2006]. Přesto se 
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GDF5 považuje za méně efektivní v kostním tkáňovém inženýrství než BMP2. 
[Kleinschmidt et  al., 2013], [Depprich et  al., 2005]. Z těchto důvodů se Kleinschmid et  
al., (2013) pokusili zkombinovat účinek BMP2 a GDF5. Syntetizovali novou variantu 
proteinu, ve které zkombinovali část aminokyselin GDF a BMP2. Testovali, zda  takto 
vzniklý konstrukt bude účinější než čisté GDF5 a BMP2 in vivo a in vitro na MSCs. Zjistili 
pozitivní efekt tohoto nového mutantu na novotvorbu kosti [Kleinschmidt et  al., 2013]. 
Min et  al., (2011) testovali injektovatelný gel z kopolymeru kyseliny polymléčné a 
polyglykolové (PLGA) spolu s rhGDF-5 v jednostěnném defektu periodoncia u psů. 
Testovali GDF proti prázdnému defektu a dále rhGDF-5 s různou koncentrací (188 
μg/defect, 37 μg/defect, 1.8 μg/defect). Zjistili signifikantně vyšší nárůst novotvořené kosti 
u rhGDF v závislosti na dávce [Min et  al., 2011]. Kwon et  al., (2010) také testovali 
jednostěnný periodontální defekt u psa. Testovali rhGDF-5 s beta-TCP oproti rhPDGF s 
beta-TCP. Zjistili, že GDF-5 přínáší signifikantně vyšší novotvorbu cementu než rhPDGF 
[Kwon et  al., 2010]. Lee et  al., (2010) použili stejného periodontálního modelu a 
testovali rhPDGF s beta-TCP oproti beta-TCP a prázdnému periodontálnímu defektu. 
Zjistili nejvyšší nárůst kosti a cementu ve skupině s rhGDF-5/betaTCP [Lee et  al., 2010]. 
Yamano et  al., (2014) testovali myší preosteoblasty in vitro a porovnávali GDF-5 a PDGF 
na kolagenní membráně. Pozorovali signifikatně vyšší nárůst ALP a proliferaci buněk v 
porovnání s PDGF nebo kolagenní membránou (CM) samotnou. Dále testovali oba tyto 
růstové faktory na modelu defektu mandibuly u potkana. Popsali signifikatně vyšší 
novotvorbu kosti, kterou můžeme matematicky znázornit takto: CM/GDF-
5>CM/PDGF>CM samotná nebo v porovnání s kontrolou [Yamano et  al., 2014]. Arnold 
et al (2007) použili miniprasátka jako model pro oboustranný sinus lift. Jako matrix použili 
beta-TCP. Zjistili nejvyšší nárůst kosti ve skupině s malou dávkou rh-GDF-5 (400 μg) 
oproti skupině s vysokou dávkou rh-GDF-5 (800 μg). Po 12 týdnech byl nárůst kosti stejný 
[Arnold et  al., 2007]. K porovnání účinku GDF spolu s jinými růstovými faktory a 
s kmenovými buňkami viz tabulka 11. 
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Arnold et al., 
(2007) 
*   hUVEC - human umbilical vein endothelial cells 
** Poly-lactide-co-glycolide-acid 
 
V rámci GDF se v kostním tkáňovém inženýrství používá prakticky pouze GDF-5. 
Ukazuje se, že GDF-5 má pozitivní efekt na novotvorbu cementu a kosti [Lee et  al., 
2010]. Jedná se o efektivní růstový faktor pro novotvorbu kosti [Min et  al., 2011], 
[Kwon et  al., 2010], [Lee et  al., 2010]. GDF má vyšší účinnost než PDGF [Kwon et  
al., 2010], [Yamano et  al., 2014]. Ukazuje se, že dávka rhGDP má vliv na rychlost 
regenerace kosti, ale po delší době se kvalita regenerátu mezi dávkami GDF-5 vyrovnává 
[Arnold et  al., 2007]. Více prací s použitím  GDF s kmenovými buňkami v kostním 




Inzulínu podobné růstové faktory - IGF 
 
     Inzulínu podobné růstové faktory (angl. insulin-like growth factors - IGFs)  jsou 
malé polypeptidy, které hrají důležitou roli v kostním metabolismu, růstu a udržení kostní 
hmoty [Diederik et  al., 2010]. Známe dvě izoformy IGF-I (70 aminokyselin) a IGF-II (67 
aminokyselin). Obě izoformy jsou z 40-50 % shodné navzájem mezi sebou a  s inzulínem. 
Přes částečnou homologii interagují IGFs a inzulín se svými specifickými receptory 
[Schliephake et  al., 2002], [O’Connor 1998]. Působí na dva receptory označované jako 
IGF1R a IGF2R a v plasmě se váží na šest vazebných proteinů IGF-binding proteins 
(IGFBP-1 až IGFBP6) [Diederik et  al., 2010]. Vazebné proteiny jsou zodpovědné za 
transport a regulaci jejich funkce [O’Connor 1998].  Receptor pro IGF-I, tj. IGF1R, má 
nejvyšší afinitu k IGF-I, 2–50× nižší afinitu k IGF-II a 100–500× nižší afinitu k inzulínu. 
Naproti tomu IGF2R váže jen IGF-II [Schliephake et  al., 2002], [Morgan et  al., 1987]. 
Fungování a účinky inzulínu podobných růstových faktorů lze dobře ukázat na 
transgenních myších. Myši diplosuficientní pro gen pro IGF-I trpěly výraznou embryonální 
retardací růstu, prodlouženou mineralizací skeletu a vysokou postnatální mortalitou [Liu et  
al., 1993], [Baker et  al., 1993], [Jiang et  al., 2006].  
      Myši haplosuficientní v genu pro IGF-I, které měly jen jednu alelu genu pro IGF-I 
funkční, dobře prospívaly postnatálně a pouze měly mírně nižší váhu a nižší hladinu IGF-I 
v séru [Powell-Braxton et  al., 1993], [Bikle et  al., 2001], [He et  al., 2006].  
      Myši s chyběním receptoru pro IGF-I na zralých osteoblastech měly menší objem 
trabekulární kosti a porušenou mineralizaci kostní matrix, což naznačuje klíčovou úlohu 
IGF-I při mineralizaci [Zhang et  al., 2002], [Jiang et  al., 2006]. Receptor pro IGF-II se 
exprimuje již ve stádiu dvou buněk při vývoji myši. IGF-II hraje větší roli při prenatálním 
vývoji, IGF-I je důležitý prenatálně i postnatálně [Schliephake et  al., 2002]. Toto zjištění 
je v souladu se zvyšujícím se poměrem IGF-I/IGF-II  se stoupajícím věkem [Bikle et  al., 
1994]. V souladu s tímto zjištěním jsou nálezy hladin IGF-I, které byly popsány nejvyšší v 
séru mladých žen a nejnižší u postmenopauzálních žen s projevenou osteoporózou. Hladina 
IGF-I byla přímo úměrná objemu kostní hmoty [Schliephake et  al., 2002], [Ravn et  al., 
1995]. Z výše uvedeného vyplývá, že inzulínu podobné růstové faktory (IGFs) jsou 
důležité pro prenatální a postnatální vývoj. Cirkulující IGF-I je primárně z velké části 
produkován játry. Přesto IGF-I a IGF-II byly nalezeny v dalších tkáních jako např. v 
kosterních svalech, chrupavkách a kostech [Brennan-Speranza et  al., 2011], [Slater et  
al.,  1994], [Wong et  al., 1990]. Selektivní potlačení jaterní produkce IGF-I u myší sníží 
hladinu sérového IGF-I o 80 %, ale vede ke snížení tělesné hmotnosti jen o 10 %. Naproti 
tomu knockout myši s celkovým potlačením produkce IGF-I mají o 50 % sníženou 
tělesnou hmotnost při narození. Z toho vyplývá, že tkáňové IGF-I je velmi významné 
[Brennan-Speranza et  al., 2011], [Clemmons 2007], [Vardatsikos et  al., 2009], [Liu 








Tabulka 12 - Porovnání účinku IGF-1 spolu s jinými růstovými faktory a 







Metody analýzy Výsledek Ref. 








novotvorba kosti ve 
skupině transgen. myší 
s genem pro IGF-1  
Brennan-
Speranza et al., 
(2011) 











s PDLLA+IGF-1 + TGF-











ve svalu u ovce 
RTG, 
histomorfometrie 















novotvorba kosti ve 
skupině: BMSCs + 
systémové podání rhIGF-1
 
Myers et al. 
(2012) 










novotvorba kosti ve 





 Srouji et   al., 
(2005) 
*  IGF-1  Transgenní myši: selektivně zvýšená exprese  IGF-1 v osteoblastech 
**  Skupina I: Ti. implantát nepovlakovaný; Skupina II:  Ti. implantát povlakovaný s PDLLA; Skupina  
III:  Ti. implantát povlakovaný PDLLA+IGF-1+TGF-ß1, Novotvorba kosti: Skupina I< Skupina 
II< Skupina III 
***  Skupina I: Titanový disk nepovlakovaný, Skupina II: T. disk s PDLLA, Skupina III Ti. disk s 
PDLLA + IGF-1+ TGF-ß1.  Skupina IV:  Ti. disk s PDLLA + BMP-2 
 
      Brennan-Speranza et  al., (2011) použili transgenní myši se zvýšenou tvorbou IGF-I 
osteoblasty. Testovali, zda IGF-I produkovaný osteoblasty je schopný kompenzovat 
nízkokalorickou dietu. Testované myši byly vyšetřovány pomocí mikroCT, 
histomorfometrie a také mechanickými testy. Ve všech skupinách zvířata zhubla a 
vykazovala nižší plasmatické hladiny IGF-1. Ve skupině transgenních myší, ale zvýšená 
exprese IGF-I osteoblasty vedla k nárůstu kortikální tlouštky, větší denzitě a mechanické 
odolnosti tibie a páteře [Brennan-Speranza et  al., 2011].   
      Schmidmaier et  al., (2001) použili titanových Kirschnerových drátů potažených 
PDLLA (kyseliny poly(D,L-mléčné) k fixaci zlomenin tibie u krys. PDLLA byla nasycena 
IGF-1 a TGF-ß1. Skupina s PDLLA měla lepší výsledky hojení než kontrolní skupina, 
skupina PDLLA nasycena IGF-1 a TGF-ß1 vykazovala nejlepší výsledky hojení 
[Schmidmaier et  al., 2001].  
     Wildemann et  al., (2004) použili titanových disků potažených PDLLA, které 
implantovali do svalu ovce. Testovali ektopickou novotvorbu kosti. Kontrolní skupina 
měla disky s čistým titanem, další skupiny disky s PDLLA, PDLLA s  IGF-1 a TGF-ß1, 
PDLLA s BMP-2. V žádné skupině nepozorovali žádnou novotvorbu kosti [Wildemann 
et  al., 2004]. 
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      Myers et  al., (2012)  zkoumali mezenchymální kmenové buňky z kostní dřeně 
(angl. bone marrow-derived mesenchymal stem cells - BMSCs) a systémové subkutánní 
podávání IGF-1 na hojení zlomenin tibie u myši. Nejlepší výsledky histologické a získané 
mechanickým testováním zjistili u skupiny BMSCs s podáváním IGF-1[Myers et  al., 
2012]. 
      Srouji et  al., (2005) vytvořili defekt v mandibule potkana. Sledovali míru 
novotvorby kosti a zjistili, že ve skupinách s rhIGF-1 a rhTGF-ß1 je vyšší produkce kosti 
než u kontrolní skupiny a dále že použití rhIGF-1 + rhTGF-ß1 dohromady má synergický 
efekt a lepší výsledky než použití těchto růstových faktorů samostatně. Autoři se 
domnívají, že tato kombinace může mít potenciál v použití v klinické praxi [Srouji et  al., 
2005]. Stejná skupina prokázala obdobné výsledky hojení defektu tibie u potkana [Srouji et  
al., 2004]. 
 
Fibroblastové růstové faktory – FGFs 
 
      Název fibroblastové růstové faktory (FGF) je do jisté míry zavádějící. Dnes je 
tvořen širokou skupinou růstových cytokinů, jejichž funkcí není jen podpora fibrogeneze. 
Jsou považovány za regulátory buněčného růstu a hojení. Armelin et  al., v roce 1973 
pozorovali, že extrakt z hypofýzy obsahuje látku, která stimuluje fibroblasty k růstu 
[Armelin et  al., 1973]. Odtud pramení název celé této skupiny. Pomocí kyselého a 
zásaditého pH byl izolován kyselý „acidic fibroblast growth factor“ (FGF-1) a zásaditý, 
resp. "basic fibroblast growth factor" (FGF2) [Arese et  al., 1999]. Proto se můžeme u 
FGF-2 setkat s označením bFGF-2. Dnes známe 18 savčích FGF (FGF1–FGF10  a 
FGF16–FGF23), které se dělí do 6 podskupin na základě jejich struktury a funkce 
[Beenken et  al., 2009]. Mnoho FGF bylo řazeno do skupiny fibroblastových růstových 
faktorů (dříve označovány jako FGF11-FGF14). Tyto FGF mají podobnou sekvenci 
aminokyselin, ale nejsou schopné aktivovat FGF receptor (FGFR), a proto nejsou 
považovány za FGF 11. Tuto skupinu (FGF11–FGF14) označujeme jako fibroblast 
homologous factors (FHFs). Tyto cytokiny ovlivňují intracelulární domény sodíkových 
kanálů a jejich mutace způsobují na myších modelech širokou škálu neurologických 
abnormalit. U člověka jejich mutace způsobí cerebelární ataxii [Beenken et  al., 2009], 
[Goldfarb  2005]. Přehled zástupců FGF včetně FHF viz tabulka 13. 
 
Tabulka 13 - Typy FGF včetně FHF 
Zástupce Synonymum Popis  
FGF-1 . acidic FGF, 
FGFA 
Normální kostní hojení [Arese al., 1999] Migrace a proliferace 
endoteliálních buněk. Podílí se na organogenezi, mitogen pro buňky 
mezodermu a neuroektodermu. Silnější angiogenetický faktor než 
VEGF 
FGF-2 basic FGF, 
FGFB 
Vývoj končetin a nervového systému, hojení ran a růst tumorů. Silnější 
angiogenetický faktor než VEGF 
FGF-3 HBGF-3 Transformace neoplazmat, růst tumorů. U kuřat má roli v morfogenezi 
vnitřního ucha. Předpokládá se stejné působení u lidí.  
FGF-4 --- Rozvoj trofoblastu, ve vývoji srdečních chlopní a končetin [Beenken et 
Mohammadi 2009]. Prognostický marker v onkologii. FGFR-4  je 
špatným prognostickým markrem pro spinocelulární karcinom hlavy a 
krku [Streit et al., 2004]. Transformace neoplazmat, zvýšeně 
exprimován u tumorů ledvin 
FGF-5 --- Onkogenní působení 
FGF-6 HST2 Diferenciace a regenerace svalů. Má onkogenní aktivitu. 
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FGF-7 KGF Růstový faktor pro epitelie. Morfogeneze kůže, vývoj vlasů a časný 
vývoj plic. Epitelizace rány.  
Jako rekombinantní  rhFGF-7 je na trhu v EU k dispozici  pod názvem 
Palifermin k léčbě mucositid u onkologických pacientů [Beenken et 
Mohammadi 2009]. 
Poznámka: Synonymum - keratinocyte growth factor (KGF) 
FGF-8  Fyziologicky exprimován v ováriích a testes. Podporuje růst na 
androgenech závislých tumorů. Epiteliální faktor 
v embryogenezi.Gastrulace embrya, embrygeneze středního mozku, 
končetin 
FGF-9 --- Podporuje proliferaci glie. Produkován neurony a zřejmě je důležitý pro 
vývoj gliálních buněk. Podílí se na testikulární embryogenezi.  
FGF-10 --- Podobná funkce jako FGF-7. Podporuje proliferaci keratinocytů. 
V embryogenezi vývoj kůže, plic a iniciace vývoje končetin.  
FGF-11@ FHF3 Funkce není zcela jasná. Zřejmě se podílí na vývoji nervového systému.  
FGF-12@ FHF1 Funkce není jasná 
FGF-13@ FGF2 Funkce není zcela jasná.  Gen pro FGF-13 leží blizko oblasti na 
chromozomu X, která je asociovaná s Borjeson-Forssman-Lehmann 
syndromem. Je možné, že mutace v genu pro FGF-13 je zodpovědná za 
familiární výskyt této choroby s mentální retardací. 
FGF-14@ FHF4 Mutace v genu pro FGF-14 je asociováno s cerebrální ataxií. 
FGF-15 --- Existuje jen u myši domácí 
FGF-16 FGF-16 Exprimován v embryonální hnědé tukové tkáni.  
FGF-17 FGF-13 Exprimován v mozečku a mozkové kůře. Podílí s na vývoji mozku, cév 
a kostí.  
FGF-18 FGF-18 Pleiotropní růstový faktor v mnoha tkáních. U knockout myší vede 
absence FGF-18 ke snížení exprese osteogenních markerů a prodloužení 
kostní osifikace [Beenken et Mohammadi 2009], ], [Liu et  al., 2002], 
[Ohbayashi et al.2002].  FGF-18 má chondrogenní potenciál a vede ke 
zhojení kloubní chrupavky po traumatu [Moore et  al., 2005]. 
FGF-19 --- Exprimován ve fetální mozku, podílí se na vývoji vnitřního ucha. 
FGF-20 --- Exprimován fyziologicky v mozečku. Zřejmě reguluje funkci a vývoj 
CNS. Geneticklé varianty genu pro FGF-20 jsou spojeny 
s Parkinsonovou chorobou.  
FGF-21 --- Funkce není jasná 
FGF-22 --- Vývoj vlasového folikulu 
FGF-23 ADHR Klíčový regulátor homeostázy fosforu11 a  mutace genu pro FGF-23 
byla pozorována u pacientů  s hypofosfatemickou rachitis [Beenken et 
Mohammadi 2009], [White et al. 2000], .Řídí metabolismus vitamínu D 
a fosforu v ledvinách. V příštitných tělíscích inhibuje sekreci 
parathormonu [Ben-Dov et al., 2007] .  U chronických renálních 
onemocnění je klíčovým faktorem postižení minerálového a kostního 
metabolismu [Armelin et al., 1973]. 
Zdroj: Genová banka americké Národní lékařské knihovny,  www.ncbi.nlm.nih.gov/gene 
@ FGF11-FGF14  mají podobnou sekvenci aminokyselin, ale nejsou schopné aktivovat FGF 
receptor (FGFR)  a proto nejsou považovány za FGF  11. Označujeme je jako fibroblast 
homologous factors (FHFs). Ovlivňují  intracelulární domény sodíkových kanálů 
 
      V kosti je produkují různé buňky, zejména osteoblasty, makrofágy a endoteliální 
buňky [Diederik et  al., 2010]. V kostním tkáňovém inženýrství je nejlépe prostudován 
FGF-2 [Diederik et  al., 2010]. Podílí se na regulaci normálního kostního hojení [Arese et  
al., 1999]. Přímá aplikace FGF-2 in vivo vede k rychlé denaturaci a degradaci cytokinu 
[Kawaguchi et  al., 2001], [Abbaspour et  al.,  2008]. Tuto nevýhodu řešili Jiang et  al., 
(2009) použitím adenoviru. Použili jej jako vektor k přenosu genu pro FGF-2 do  
mezenchymálních kmenových buněk kostní dřeně (angl. bone marrow mesenchymal stem 
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cells - BMSCs). U distrakce mandibuly králíků pozorovali nejvyšší nárůst kostní hmoty u 
této skupiny [Jiang et  al., 2009]. Nakamura et  al., (2005) testovali novotvorbu kosti na 
ektopickém modelu myši. Zjistili, že nízké koncentrace FGF-2 zvyšují expresi receptoru 
pro BMP-2 (BMPR) a tím zvyšují novotvorbu kosti. Naproti tomu vyšší koncentrace FGF-
2 měly inhibiční účinek [Nakamura et  al., 2005].  
      Nakamae et  al., (2004) pozorovali výrazně vyšší stupeň neovaskularizace na 
rozhraní nekrotické kosti ve skupině s aplikací FGF-2 [Nakamae et  al., 2004]. Mabilleau 
et  al., (2008) použili kopolymeru pHEMA s 2-vinylpyrrolidonem- p(HEMA-co-VP) jako 
vehikula FGF-2 na králičím modelu. Výsledky nebyly přesvědčivé. Ve skupině p(HEMA-
co-VP) + FGF-2 byl po 2 měsících nárůst kosti signifikantně vyšší než v kontrolní skupině, 
ale po 3 měsících se množství novotvořené kosti vyrovnalo [Mabilleau et  al., 2008].  
     Role FGF-4 v kostním tkáňovém inženýrství je diskutabilní. Receptor pro FGF-4 
(FGFR4) má potenciální roli jako prognostický marker v onkologii. Argi388 v molekule 
FGFR-4  je špatným prognostickým markrem pro spinocelulární karcinom hlavy a krku 
[Streit et  al., 2004]. Vlastní FGF-4  má celou řadu fysiologických funkcí: je důležitý pro 
rozvoj trofoblastu, ve vývoji srdečních chlopní a končetin [Beenken et  al., 2009]. U 
knockout myší je chybění FGF-4 letální ve stádiu trofoblastu [Feldman et  al., 1995].  
      Kubota  et  al., (2002) implantovali nosič s rhBMP-2  do oblasti hrudníku potkanů. 
Zjišťovali pomocí exprese mRNA, histomorfometrie a RTG denzitometrie novotvorbu 
kosti a cytokinů. Zjistili, že prvních 7 dní stoupá exprese FGF-4, poté klesá, ale stále se 
drží vysoká exprese FGFR indukované rhBMP-2. Dále testovali efekt podání rhFGF-4 a 
zjistili synergický efekt na novotvorbě kosti spolu s rhBMP-2 [Kubota et  al., 2002]. Seo et  
al., (2009) testovali FGF-4 na hydroxyapatitové matrix spolu s bone marrow mesenchymal 
stem cells (BMSCs). Ve skupině s FGF-4 pozorovali spíše novotvorbu vaziva [Seo et  al., 
2009]. Jak je patrné z výše uvedeného, výsledky použití FGF-4 v kostním tkáňovém 
inženýrství jsou kontroverzní a v posledních letech se FGF-4 při regeneraci kosti 
nepoužívá.  
                     FGF-7 se v kostním tkáňovém inženýrství nepoužívá. Někdy je označován jako 
růstový faktor keratinocytů (angl. keratinocyte growth factor, KGF). Jako rekombinantní  
rhFGF-7 je na trhu v EU k dispozici pod názvem Palifermin k léčbě mukositid u 
onkologických pacientů [Beenken et  al., 2009]. 
          Nedostatek FGF-18 u knockout myší vede  ke snížení exprese osteogenních 
markerů a prodloužení kostní osifikace [Beenken et  al., 2009], [Liu et  al., 2002], 
[Ohbayashi et al., 2002]. FGF-18 má chondrogenní potenciál a vede ke zhojení kloubní 
chrupavky po traumatu [Moore et  al., 2005]. Podle www.ClinicalTrialsFeeds.org 
probíhají čtyři klinické studie v USA zaměřené na regeneraci chrupavky kolen.  
                     Behr et  al., (2011) zkoumali haplosuficientní myši FGF4+/-v genu pro FGF-18. 
Pozorovali zhoršené hojení unikortikálního defektu tibie. V další části experimentu 
aplikovali rhFGF-18 a došlo k normalizaci hojení kostního defektu. Autoři dále zjistili, že 
haplosuficientní myši neměly zhoršenou časnou fázi hojení včetně angiogeneze. FGF-18 
má význam v pozdních stádiích kostního hojení [Behr  et  al., 2011]. Liu et  al., (2002) 
pozorovali ve studii na diplosuficientních myších – knockout myších FGF4 -/-, že tyto 
myši měly menší porodní váhu. Většina měla rozštěp patra a skeletální defekty dlouhých 
kostí [Liu et  al., 2002]. Jeon et  al., (2012) použili krysích kmenových buněk z kostní 
dřeně (rat bone marrow mesenchymal stem cells – rBMSCs) spolu s FGF-18. V pokusu in 
vitro dokázali osteogenní diferenciaci ve skupině s FGF-18. Tato zjištění podporují úlohu 
FGF-18 v osteogenezi [Jeon et  al., 2012].  
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      FGF-23 se ze skupiny FGF vymyká. Svojí povahou je spíše hormonem. Je 
klíčovým regulátorem homeostázy fosforu [Beenken et  al., 2009] a mutace genu pro 
FGF-23 byla pozorována u pacientů s hypofosfatemickou rachitis [Beenken et  al., 2009], 
[White et al. 2000]. FGF-23 se exprimuje v kostech [Riminucci et al., (2003) ], [Liu  et al., 
(2003) ], v preosteoblastech a osteocytech [Riminucci et al., (2003) ]. Je vyplavován do 
krve a řídí metabolismus vitamínu D a fosforu v ledvinách [Beenken et  al., 2009], 
[White et  al., 2000]. FGF23 zvyšuje vylučování fosforu ledvinami snížením jeho 
reabsorpce. Také snižuje aktivitu enzymu, který přeměňuje vitamín D na aktivní vitamín D 
[Beenken et  al., 2009]. V příštitných tělíscích inhibuje sekreci parathormonu [Ben-Dov 
et  al., 2007]. U chronických renálních onemocnění (angl. chronic kidney disease - CKD) 
je klíčovým faktorem postižení minerálového a kostního metabolismu [Wesseling-Perry 
2010]. V relevantní literatuře nebylo užití FGF-23 ani anti-FGF23 nalezeno. Porovnání 
účinku FGF s kmenovými buňkami viz tabulka 14. 
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 Nízké dávky FGF-2 dle autorů zvyšovaly novotvorbu kosti zřejmě  mechanismem zvýšení exprese 
BMPR na povrchu osteoprogenitorových buněk 
**   Poly(2-hydroxy,ethyl methakrylát)  pHEMA  kopolymerovaný s 2-vinyl,pyrrolidonem  - VP, poměr 
80:20% 
 
Plazma bohatá na destičky - PRP 
 
      Plazma bohatá na destičky (angl. Platelet-Rich Plasma, PRP), v literatuře méně 
často nazývaná autologous platelet concentrate (APC) nebo platelet-rich growth factor 
(PRGF).  
      Hojení tkáně na obecné úrovni probíhá ve třech fázích: a) stádium reparativního 
zánětu, který zahrnuje agregaci destiček a jejich aktivaci, migraci granulocytů a 
markofágů, b) proliferace mezenchymálních buněk a jejich diferenciace, c) regenerace 
tkáně specifickými buňkami [Intini 2012], [Kumar et  al., 2003].   
      Destičky jsou bezjaderné drobné buňky vznikající z megakaryocytů. Mají hlavní 
roli ve vzniku primárního uzávěru rány krevní sraženinou. Jsou důležité v modulaci zánětu, 
usnadňují buněčnou chemotaxi a proliferaci, usnadňují hojení, angiogenezi a formování 
kosti [Orlando et  al., 2013]. PRP představuje koncentrát destiček v malém objemu plasmy. 
Destičky uvolňují ze svých granulí velké množství různých cytokinů a růstových faktorů 
[Intini 2012]. Studie ukazují, že destičky obsahují více než 800 proteinů s různými 
posttranslačními modifikacemi, jako je např. fosforylace, která vede k vytvoření více než 
1500 bioaktivních látek [Zhu et al., 2013]. Z nejvýzamnějších a nejvíce popsaných 
jmenujme např. Connective Tissue-Activating Peptide III (CATP III),  epidermální růstový 
faktor (epidermal Growth Factor, EGF), faktor V, XI,  XIII, fibrinogen, fibroblastový 
růstový faktor 2 Fibroblast Growth Factor (Fibroblast Growth Factor - FGF2), fibronektin, 
inzulínu podobný růstový faktor I (Insulin-like Growth Factor-I -  IGF-I), osteokalcin, 
platelet-derived endothelial cell growth factor - PDECGF, destičkový růstový faktor 
(Platelet-derived Growth Factor - PDGF), serotonin, transformující růstový faktor beta-1 
(Transforming Growth Factor-b1 - TGF-b1), vaskulární endoteliální růstový faktor 
(Vascular Endothelial Growth Factor -VEGF), Von Willebrandův faktor [Intini 2012], 
[Kumar et  al., 2003], [Frechette et  al., 2005], [Lacoste et  al., 2003], [Hoffman et  al., 
2000], [Thiede et  al., 1994]. Z výše uvedeného vyplývá důležitost destiček v reparaci a 
regeneraci tkání. Část růstových faktorů destiček je zřejmě ještě neobjevena. Použití 
destiček ve formě PRP v tkáňovém inženýrství místo čistých růstových faktorů má mnoho 
výhod: a) menší riziko alergických reakcí, b) menší riziko přenosu infekčních chorob, c) 
všestranné ovlivňování regenerace tkáně nejen konkrétní směsí růstových faktorů, ale i 
přímou interakcí mezi intermembránovými glykoproteiny a receptory destiček, d) je levný, 
e) dobře dostupný. Příprava PRP je možná dvěma technikami pomocí: a) víceúčelových 
buněčných separátorů (centrifug), b) destičkových separátorů [Raja et Naidu 2008]. Jedná 
se o metody jednostupňové a dvoustupňové centrifugace [Zhu et al., 2013]. U 
víceúčelových separátorů se užívá většího množství krve (cca 450 ml) s citrátovým 
antikoagulantem, která se centrifuguje přibližně při 5600 otáčkách za minutu. Poté se 
otáčky sníží na cca 2400 otáček/min. a výsledkem je cca 30 ml PRP. Oddělená část vzorku 
cca 420 ml se může vrátit pacientovi nebo je zničena [Raja et Naidu 2008]. U 
jednoúčelových separátorů se používá malé množství krve, což tyto přístroje předurčuje k 
použítí v klinické praxi, např. v zubním lékařství a maxilofaciální chirurgii. Jsou k 
dispozici různé centrifugy, které používají různé antikoagulanty. Princip přípravy PRP je 




Tabulka 15 - Příprava PRP 
Pořadí Popis 
1. Odběr venózní krve do zkumavky s antikoagulantem 
2. První centrifugace o nízkých otáčkách, která separuje krev na nejníže položenou vrstvu 
červených krvinek (55 % objemu), nejvýše je acelulární plasma nazývaná také PPP 
(platelet poor plasma- 40 % objemu), a mezi těmito vrstvami je PRP vrstva (5 % objemu), 
která se v transfúzním lékařství nazývá také „buffy coat“ [Raja et Naidu 2008] 
3. Sterilní stříkačkou se odebere PPP, PRP a drobné množství červených krvinek do další 
zkumavky bez antikoagulantu 
4. Druhá centrifugace o vysokých otáčkách, kdy separujeme PRP  na dno zkumavky a PPP 
(80 % objemu) je nad vrstvou PRP 
5. PRP se odsaje a  roztřepe 
6. PRP se smíchá s bovinním trombinem a chloridem vápenatým, který zruší efekt 
citrátového antikoagulantu. Bovinní trombin aktivuje fibrinogen na fibrin [Raja et Naidu 
2008], [Sonnleitner et al., 2000] 
    Zdroj: [Zhu et  al., 2013]  
 
      Výše popsaného mechanismu se používá v tkáňovém inženýrství, kde potřebujeme 
získat matrix pro kmenové buňky. V klinických aplikacích se PRP  připravuje s 
vynecháním bodu 6., což má za důsledek vznik injektabilní formy PRP. Koncentraci 
destiček ovlivňuje pohlaví (u žen vyšší koncentrace) a fyzická kondice subjektu, ale není 
ovlivněna věkem. Obsah růstových faktorů nezávisí ani na pohlaví, ani na věku a jiných 
faktorech [Zhu et  al., 2013].  
     V maxilofaciální chirurgii první klinické testování PRP provedli Marx et  al., v roce 
1998. Autoři prokázali, že PRP obsahuje růstové faktory a v koncentrované formě je 
dodává regenerující tkáni. Dále uvádějí, že použití PRP statisticky signifikantně vedlo k 
lepšímu hojení kostní rány [Marx et  al., 1998]. Od té doby se PRP začalo zkoumat a 
užívat i v klinické praxi. Použití PRP v klinické praxi eliminuje riziko přenosu infekčních 
onemocnění, protože se jedná o autologní aplikaci, dále je levné a rychlé pro klinické 
použití. Mezi výhody PRP patří i absence nežádoucích imunitních reakcí, jaké jsou známy 
u přenosu allogeních a xenogeních materiálů. Někteří autoři uvádějí riziko imunitních 
reakcí  při použití bovinního trombinu. Toto tvzení podporuje práce Raja et Naidu  z roku 
(2007) a rovněž Lansbergové et  al., (1998), [Raja et Naidu 2008], [Landesberg et  al., 
1998]. Autoři diskutují o rizicích spojených s používáním PRP ve formě gelu, který se 
získává smíchání PRP s bovinním trombinem.  
      Landbergová varuje před použitím bovinního trombinu, který může vést k rozvoji 
závažných život ohrožujících koagulopatií [Raja et Naidu 2008], [Landesberg et  al., 
1998]. Toto riziko, jak zmíněno výše, se nevyskytuje u PRP používané v klinických 
studiích bez bovinního trombinu. V souvislosti s PRP se diskutuje o optimální koncentraci 
destiček.  
      Choi et al., (2005) studovali závislost koncentrace PRP in vitro na kostních 
buňkách získaných z alveolárních výběžků čelistí. Zjistili, že vysoké koncentrace PRP mají 
supresorový efekt na viabilitu a proliferaci kostních buněk. Naopak nízké koncentrace PRP 
okolo 1–5% zlepšovaly signifikantně viabilitu a proliferaci kostních buněk. Jejich zjištění 
zřejmě vysvětluje heterogenitu dat, respektive úspěšnost používání PRP v různých studiích 
[Choi et  al., 2005].   
      Marx publikoval v roce 2004 článek, ve kterém se věnuje kontroverzi v hodnocení 
PRP. Uvádí, že řada studií proběhla na zvířecích modelech jejichž velikost znemožňovala 
získání většího množství krve. V těchto studiích se používalo krve od jiného jedince. Proto 
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nemají dle Marxe výpovědní hodnotu, neboť se jednalo pouze o homologní, ale ne 
autologní krev. PRP je vždy autologním materiálem [Marx 2004].   
      V tkáňovém inženýrství se PRP široce používá. Zhang et  al., (2011) studovali efekt 
PRP in vitro, kdy testovali obsah alkalické fosfatázy (ALP), a in vivo na myších s použitím 
korálu jako matrix spolu s mezenchymálními kmenovými buňkami z kostní dřeně 
(BMSCs). Nejvyšší novotvorbu kosti pozorovali ve skupině s PRP s BMSCs, a to jak 
histomorfometricky, tak i v hladině ALP [Zhang et  al., 2011].   
      Kasten et.  al., (2008) testovali efekt PRP na modelu defektu diafýzy radia u králíka 
s použitím hydroxyapatitové matrix a mezenchymálních kmenových buněk z kostní dřeně 
(BMSCs). Novotvořenou kost vyšetřovali pomocí mikroCT a histomorfometrie. Zjistili 
vyšší novotvorbu kosti u skupiny s PRP. Překvapivě ve skupině PRP s BMSCs nebyl další 
nárůst novotvorby oproti skupině pouze s PRP. Při mechanickém testování nepozorovali 
žádný rozdíl mezi skupinami [Kasten et  al., 2008]. Další efekt PRP na novotvorbu kosti 
stále zůstává kontroverzní.  
      Sarkara et  al., (2006) nepotvrdili pozitivní efekt PRP v novotvorbě kosti na 
kolagenním nosiči.  
      Khojasteh  el  al., (2008)  testovali mezenchymální kmenové buňky z kostní dřeně 
(BMSCs) a porovnávali jejich efekt spolu s efektem PRP. Zjistili horší výsledky 
novotvorby kosti ve skupině s PRP oproti skupině s BMSCs [Khojasteh et  al., 2008].   
      V kostním tkáňovém inženýrství zůstává role PRP kontroverzní – viz tabulka 15. 
Obecně lze konstatovat, že PRP zlepšuje proliferaci buněk, snižuje obsah alkalické 
fosfatasy jako markeru osteogeneze [Arpornmaeklong et  al., 2004].  
      Kruger et  al., (2012) pozorovali, že PRP podporuje proliferaci buněk a podporuje 
chondrogenezi [Kruger et  al., 2012]. Mishra et  al., (2009) pozorovali stejný efekt PRP 
[Mishra et  al., 2009]. Ukazuje se, že role PRP bude spíše v chondrogenní diferenciaci 
kmenových buněk a tím klinicky použitelné spíše v léčbě osteoartrózy.   
      Tento názor podporuje Kütük et  al., (2014). Autoři pozorovali zlepšení 
osteoartrózy temporomandibulárního kloubu po aplikaci PRP.  
      Pozitivní efekt PRP potvrdili ve své práci Machoň el  al., (2013), kdy v klinické 
studii na 30  pacientech porovnávali efekt intraartikulární aplikace kyseliny hyaluronové, 
efekt PRP a pouze režimových opatření. Ve skupině s PRP pacienti udávali v 70% zlepšení 
bolestí [Machoň et  al., 2013].   
      V kostním tkáňovém inženýrství se o roli PRP široce diskutuje. V rámci 
konstruktivistického přístupu ke kostnímu tkáňovému inženýrství se uvažuje o PRP jako o 
médiu k dodání široké palety růstových faktorů v ideálních koncentracích. Již nyní se 
v ortopedii a čelistní chirurgii uplatňuje v léčbě osteoartrozy pro svůj větší chondrogenní 
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Podle mikroCT a 
histomorfometrie: vyšší 
novotvorba kosti u skupiny 
PRP+HA. Ve skupině 
PRP+HA+BMSCs nebyl 
další nárůst novotvorby 
oproti PRP+HA. 
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žádný rozdíl mezi skupinami 
Vogela et 
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Histomofrometrie Nejvyšší nárůst kosti ve 
skupině: 
HA+β-TCP +BMSCs.  
PRP bez pozitivního efektu 






















Kolagen in vitro měření ALP a 
obsahu vápníku 
v 3 denních 
intervalech 
PRP na dávce závislá 
podpora proliferace buněk 
s poklesem aktivity ALP a 
obsahu vápníku.  
U skupin s rhBMP-2  
inhibice proliferační aktivity, 
nárůst ALP a obsahu 
vápníku. PRP inhibuje 
osteogenní diferenciaci pre-
osteoblastu z BMSCs. PRP 
nemůže nahradit rhBMP-2 
 
Arpornmaek








RTG, histologie Skupiny s kmenovými 
buňkami větší nárůst kosti 
než prázdný defekt. Nejvyšší 
nárůst kosti 
BMSCs>+ASCs+RPR>ASCs
>prázdný defekt. Závěr: PRP 




 * BMSCs - Bone marrow derived mesenchymal stem cells; ASCs - adipose-tissue derived stem cells  
 **  PPP -    Plasma chudá na destičky 
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Fibrin bohatý na destičky  - PRF 
 
     Fibrin bohatý na destičky  (angl. Platelet-Rich Fibrin – PRF) je druhou generací 
destičkového koncentrátu po plasmě bohaté na destičky – PRP. PRF je fibrinové koagulum 
bohaté na destičky bez přidaného trombinu [Dohan et  al., 2006]. Dohan and Choukroun et  
al., (2006)  uvádějí, že by PRF měl mít jiné biologické chování než PRP. PRP podle těchto 
autorů uvolňuje růstové faktory a další působky nekontrolovaně a velmi rychle. PRF by 
naproti tomu měl tyto působky uvolňovat mnohem pomaleji vzhledem k jejich „uvěznění“ 
v zesíťované fibrinové matrix PRF [Dohan et  al., 2006]. PRF obsahuje stejné působky, 
které byly popsány u PRP. Protokol na přípravu PRF je jednoduchý a obdobný jako výroba 
PRP. Po odběru vzorku venózní krve se vzorky umístí do centrifugy. Ve zkumavce není 
žádný antikoagulant. Centrifugace probíhá s 3000 otáčkami/min po dobu 10 min.  Poté 
můžeme ve zkumavce pozorovat 3 vrstvy: horní vrstva je tvořena acelulární plazmou, 
dolní, červená, vrstva obsahuje erytrocyty a střední vrstva je fibrinovou sraženinou. Horní 
vrstva se odsaje, střední vrstva se 2 mm pod  linií mezi střední a dolní vrstvou oddělí. 
Střední vrstva s malým lemem dolní erytrocytární vrstvy představuje PRF. Střední vrstvu 
tvoří fibrinová síť se zachycenými destičkami. Úspěch metody je závislý na rychlosti mezi 
odebráním krve a centrifugací, protože  krev se začíná srážet ihned po kontaktu se stěnou 
odběrové zkumavky [Naik et  al., 2013]. Výhody PRF oproti PRP viz tabulka 17.  
 
Tabulka 17 - Výhody použití PRF oproti PRP 
Jednoduchá a levná procedura 
Odpadá použití bovinního trombinu 
Nepoužívají se antikoagulancia 
Lepší hojení tkáně dané pomalým uvolňováním růstových faktorů 
Lepší proliferace a migrace buněk 
PRF má pozitivní efekt na imunitní systém 
Usnadňuje hemostázu [Dohan  et al., 2006], [Naik et al., 2013] 
             Zdroj: [Dohan  et al., 2006], [Naik et al., 2013] 
 
      Dohan et  al., (2004), Dohan et al., (2006) spolu s autorem konceptu PRF 
Choukrounem testovali kvantitativně obsah  PDGF, TGFβ-1 a IGF-I v horní vrstvě 
centrifugátu tj. PPP  (angl. platelet poor plasma) a ve vlastním PRF. Autoři naznačují, že 
pomalá polymerace fibrinu vede k inkorporaci destiček, což by mohlo vést k 
dlouhodobějšímu uvolňování růstových faktorů destiček a tím by PRF bylo kvalitnějším 
vehikulem růstových faktorů [Dohan et  al., 2004], [Dohan et  al., 2006]. Stejní autoři 
demonstrují úspěšnost PRF na případu vyplnění kostní cystické dutiny po exstirpaci cysty 
z čelisti. Uvádějí, že cystická dutina se po exstirpaci zaplní koagulem, což má být 
jednodušší verze PRF. Spontánní zhojení cystické kostní dutiny  trvá 6–12 měsíců, dle 
autorů k němu dojde pomocí PRF za 2 měsíce [Choukroun et  al., 2004].   
      He et  al., (2009) porovnávali klinický efekt PRP a PRF in vitro na potkaních 
osteoblastech. Autoři analyzovali získané PRP a PRF a kvantifikovali  PDGF (angl. 
platelet-derived growth factor) a TGF-β1 (angl. transforming growth factor  β1;TGF-β1)  
vždy  1., 7., 14., 21. a 28. den. Dále působili pomocí PRP a PRF na potkaní osteoblasty. 
Zjistili, že PRP uvolňuje nevyšší koncentrace PDGF a TGF-β1 první den a v dalších dnech 
uvolňování těchto růstových faktorů singifikantně klesá. PRF uvolňovalo TGF-β1 nejvíce 
14. a PDGF 7. den. Na buněčných kulturách byla produkce alkalické fosfatasy (ALP) vyšší 
ve skupině PRF [He et  al., 2009]. Takto zajímavě potvrdili předpoklady Dohana a 
Choukrouna [Dohan et  al., 2006a], [Dohan et  al., 2006a], [Choukroun et  al., 2004].  
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      Kobayashi et  al., (2012) zlepšili a standardizovali přípravu PRF. Pokusili se také 
kvantifikovat, jaký je obsah růstových faktorů v PRF v závislosti na přípravě [Kobayashi et  
al., 2012].  Jeong et  al., (2014) augmentovali horní čelist u psů s použitím metody sinus 
liftu. Místo vzniklé po elevaci sliznice sinus maxillaris vyplnili PRF. Po 6 měsících 
nezjistili dostatečný nárůst kosti s použitím PRF [Jeong et  al., 2014].  
      Pripatnanont et al., (2013) testovali PRF na králičím modelu. Autoři vytvořili 
bikortikální defekt v kalvě králíka oboustranně a tento vyplnili PRF samotným, PRF s 
autologní kostí a PRF s deproteinizovanou bovinní kostí. PRF mělo pozitivní efekt  při 
použití jako samotné nebo v kombinaci s autologní kostí a negativní efekt při použití s 
deproteinizovanou bovinní kostí [Pripatnanont et  al., 2013].  
      Bölükbaşı et  al., (2013) testovali bifázický kalcium fosfát (BCP) spolu s PRF. 
Nepozorovali statisticky signifikantní nárůst kosti ve skupině s PRF u defektu tibie u ovce 
[Bölükbaşı et  al., 2013].  
      Yoon et  al., (2014) zkoumali nárůst kosti v defektu kalvy u králíka s použitím PRF 
a bovinní kosti – směsi hydroxyapatitu a beta-trikalcium fosfátu (HA+β-TCP). Ve skupině 
s PRF nezjistili statisticky významný nárůst kosti [Yoon et  al., 2014].   
      Pokud mluvíme o PRP jako částečně kontroverzní metodě, která ještě čeká na 
experimentální a klinické ověřování, platí totéž pro PRF ještě více. V dostupné literatuře 
není k dispozici prakticky žádná validní studie s použítím PRF a kmenových buněk. 
Porovnání účinku PRF v různých experimentech viz tabulka 18. 
 
Tabulka 18 -  Porovnání účinku PRF 
Růstové 
faktory 
Matrix Model Metoda analýzy Výsledek Ref. 
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PRF s pozitivním 
efektem při použití 
samotné nebo 
v kombinaci s 
autologní kostí. 






et  al., 
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Histomorfometrie Bez statisticky 
signifikantního efektu 













Yoon et al., 
(2014) 
 
Růstový faktor vazivové tkáně – CTGF/CCN2 
 
      Růstový faktor vazivové tkáně (angl. connective Tissue Growth Factor, CTGF) byl 
objeven v roce 1991. Tento faktor byl nazván CTGF pro svoje mitogenní a chemotaktické 
vlastnosti na fibroblasty [Kanaan et  al., 2006].  CTGF patří do skupiny označované jako 
CCN, což jsou proteiny asociované s extracelulární matrix, které mají širokou paletu 
působení na adhezi, mitogenezu, migraci, chemotaxi, přežité buňky, diferenciaci, 
angiogenezi, chondrogenezi, tumorogenezi a hojení tkání.  
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      Název CCN zavedl Bork v roce 1993, který si všiml, že základní tři zástupci této 
šestičlenné skupiny, tj. CYR61 (CCN1), CTGF (CCN2) a NOV (CCN3), sdílí čtyři části 
své molekuly [Bork 1993], [Perbal et  al., 2010]. Tyto domény jsou podobné i dalším 
růstovým faktorům. Jedná se o: i) insulin-like growth factor binding protein (IGFBP),  ii) 
von Willebrandův faktor typ C repeat (VWC), iii) thrombospondin typ 1 (TSP1) a iv) 
cysteinovou doménu. Tyto jednotlivé podjednotky interagují s různými růstovými faktory, 
buněčnými receptory, a proto mají různé funkce v rozličných tkáních. CTGF (CCN2) 
produkují nejrůznější buňky jako např. fibroblasty, endoteliální buňky, buňky mesangia 
ledvin, osteoblasty a chondrocyty [Kanaan et al., 2006]. CTGF je zástupcem skupiny látek, 
které se označují jako CCN. Název, jak naznačeno výše, je akronymem prvních písmen 
zástupců této skupiny podle pořadí, v jakém byly objeveny: Cyr61 (cysteine-rich 
angiogenic protein), CTGF (connective tissue growth factor), NOV (nephroblastoma 
overexpressed) [Kikuchi et  al., 2008]. Celkem je ve skupině CCN šest zástupců 
označovaných postupně jako CCN1–CCN6. Receptory pro CTGF byly nalezeny na 
osteoblastech, chondrocytech, endoteliálních buňkách, destičkách a fibroblastech a jedná 
se o receptory ze skupiny integrinů [Kanaan et  al., 2006]. CCN2 má zřejmě velký vliv na 
rozvoj fibrózy tkání,  zejména jater, ledvin, plic, srdce a kůže. V těchto lokalizacích je 
fibróza spojena s nadměrnou expresí CCN2 [Brigstock 1999]. Ono et  al., (2007) 
pozorovali vyšší adhezi lidských kmenových buněk z kostní dřeně (hBMSCs)  na 
hydroxyapatit.  Tuto vazbu rušila protilátka proti intergrinu αvβ3, což potvrzuje účast 
těchto receptorů. CTGF podporuje proliferaci a diferenciaci fibroblastů, chondrocytů, 
endoteliálních buněk a osteoblastů in vitro [Kikuchi et  al., 2008], [Kikuchi et  al., 1995], 
[Nakanishi et  al., 2000], [Shimo et  al., 1999], [Nishida et  al., 2000]. Tento růstový faktor 
má také nezastupitelnou roli ve vývoji skeletu.  
      Yosimichi etl  al., (2001)  pozorovali, že CTGF je 8–10× více exprimován u 
osteopetrózy, což naznačuje vyšší počet MSCs, diferencujících se osteogenně 11.   CTGF 
také zvyšuje adhezi a migraci lidských mezenchymálních kmenových buněk z kostní dřeně 
a usnadňuje jejich osteogenní diferenciaci [Kikuchi et  al., 2008], [Ono et  al., 2007], [Ono 
et  al., 2008]. CTGF má zřejmě roli ve vývoji tkáňové fibrózy a je důležitý při navození 
experimentální fibrózy [Leask 2011], jak některé studie naznačují.  
      Kikuchi et  al., (2008) testovali rekombinantní CTGF na osteoblastech in vitro. 
Pozorovali osteogenní diferenciaci buněk in vitro. Poté použili takto in vitro ověřené 
CTGF in vivo, na modelu kostního defektu femuru u potkana. Jako matrix použili želatiny 
s kolagenem k postupnému uvolňování CTGF. Kvantitativní analýza ukázala 70–80 % 
regenerované kosti ve skupině s CTGF v defektu ve srovnání s 50 % v kontrolní skupině 
[Kikuchi et  al., 2008]. CTGF není typickým růstovým faktorem v kostním tkáňovém 
inženýrství. V maxilofaciální oblasti existuje jen několik prací o roli CTGF v kostním 
hojení a novotvorbě.  
      Kanyama et  al., (2003) studovali expresi CTGF v alveolární kosti u potkana. 
Zjistili, že k expresi CTGF docházelo v časném stádiu hojení extrakční rány. Vysokou 
expresi CTGF zjistili v endoteliálních buňkách migrujících do granulační tkáně na dně 
extrakční rány 4. poextrakční den. Osteoblasty exprimovaly CTGF v malém množství 
kolem 7., 10. a 14. dne [Kanyamaa et  al., 2003].  
      Role CTGF v kostním hojení se stále v literatuře studuje. Publikací na toto téma je 






Další růstové faktory a látky ovlivňující novotvorbu kosti 
 
      Cytokiny jsou heterogenní skupinou látek, které se učastní buněčné signalizace. 
Patří mezi ně například interleukiny, interferony, tumor nekrotizující faktor a další. V 
kostním tkáňovém inženýrství se tyto látky příliš neuplatňují. Z celé skupiny interleukinů 
se v kostním vývoji a metabolismu uplatňují zejména IL-6 a IL-11. Receptorem pro 
buněčnou signalizaci je gp130 a je pravděpodobné, že další  cytokiny, které přenáší signál 
přes tento receptor, ovlivňují osteogenezi [Bilezikian et  al., 2008].  
      Interleukin 6 a interleukin 11 mají dle literatury i negativní vliv na osteogenezi v 
buněčných kulturách [Bilezikian  et  al., 2008], [Hughes et  al., 1993]. Ve srovnání s BMP, 
PDGF, VEGF, TGF-β představují interleukiny spíše postranní proud v kostním tkáňovém 
inženýrství.  
Interleukin 11 se účastní regulace a diferenciace kostních buněk. Zvýšená exprese 
IL-11 u myší vede ke stimulaci novotvorby kosti. Zvyšuje tloušťku kortikalis dlouhých 
kostí, zvětšuje jejich pevnost a na myších snižuje věkem podmíněnou ztrátu kostní hmoty. 
V experimentu na myších vedl IL-11 ke zvýšení exprese genu pro BMP-2,  k 
osteoblastogenezi a snížení adipogeneze v kostní dřeni [Takeuchi et  al., 2002]. Interleukin 
11 může hrát důležitou roli v humánní medicíně k ochraně před stařeckou osteoporozou. 
Leon et  al., (2007) testovali in vitro lidské parodontální buňky (HPLCs - human 
periodontal ligament cells) spolu s IL-11 v přítomnosti kyseliny citronové. Potvrdili, že 
HPLCs se v přítomnosti IL-11 a kyseliny citronové diferencovaly v osteoblasty.   
      Suga et  al., (2001) testovali interleukin 11 a BMP-2 na myších mezenchymálních 
kmenových buňkách. Zjistili synergický efekt IL-11 a BMP-2 na osteogenezi [Suga et  al., 
2001]. Této zkušenosti autoři využili k dalším experimentům a v roce 2004 publikovali 
zkušenosti s testováním IL-11 in vivo. Suga et  al., (2004) pracovali s defektem ulny na 
králičím modelu. Použili PLGA adsorbované želatinové matrix spolu s rhBMP-2 a rhIL-2. 
Testovali oba růstové faktory dohromady a samostatně. Prokázali, že oba růstové faktory 
působily synergicky a ve skupině s rhBMP-2 a rhIL-2 byl největší nárůst kosti. Překvapivé 
bylo, že mechanická stabilita byla po 8 týdnech stejná ve všech skupinách. Růstové faktory 
vedly zřejmě ke zrychlení novotvorby kosti bez nárůstu její pevnosti [Suga et  al., 2004].  
 
      Vitamin D obvlivňuje metabolismus kosti. V kostním tkáňovém inženýrství se 
používá méně ve srovnání s předchozími látkami. Tento vitamin steroidní povahy typicky 
ovlivňuje střevo, ledviny, kost, ale receptory pro jeho působení mají i kůže, lymfocyty, 
monocyty, kosterní a srdeční sval, mléčná žláza a adenohypofýza. Hlavní funkcí vitaminu 




 ze střeva a zvýšení plazmatické hladiny těchto iontů 
v plazmě. Jeho sekrece je fyziologicky kontrolována zpětnovazebně přes plazmatickou 
hladinu Ca2+ a PO4
3-
. Tvorba vitaminu D je stimulována parathormonem [Ganong et  al., 
1995]. De Kok et  al., (2006) použili lidských mezenchymálních buněk (hMSCs) s 
vitaminem D spolu s hydroxyapatitem a trikalcium fosfátem. Tyto buňky implantovali 
subkutánně imunosuprimovaným myším a zjistili, že skupina s hMSCs měla větší nárůst 
kosti oproti kontrole, ale pozitivní efekt vitaminu D se nepodařilo prokázat. [De Kok et  
al., 2006].  
      Song et  al., (2011) testovali I MSCs z kostní dřeně od lidských dopělých dárců 
spolu s BMP-2 a kalcitriolem. Zjistili signifikantně synergický efekt obou růstových 
faktorů na hladinu alkalické fosfatasy a na mineralizaci. [Song et  al., 2011]  
      Kabasawa et  al., (2003) použili demineralizované potkaní kosti s rh-BMP-2, kterou 
implantovali subkutánně čtyřtýdenním a padesátitýdenním samicím potkana. Snažili se 
simulovat podmínky regenerace kosti u staršího pacienta. Zjistili signifikantně nižší 
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novotvorbu kosti u padesátitýdenních samic. Systémovým podáváním kalcitriolu, 
parathormonu a prostaglandinu E2 samostatně se snažili eliminovat tento věkový rozdíl v 
osteogenezi. Došlo k signifikantnímu nárůstu kosti u systémového podávání všech tří 
růstových faktorů bez rozdílu. Autoři se domnívají, že by tato zkušenost mohla pomoci při 
léčbě porotických pacientů vyššího věku [Kabasawa et  al., 2003].  
      Vitaminu D se používá v kostním tkáňovém inženýství méně, spíše jako aditiva. 
Porovnání účinku vitaminu D v různých experimentech viz tabulka 19. 
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      Parathormon PTH je produkován příštitnými tělísky štítné žlázy. Hormon působí 
v kostech, zvyšuje kostní resorpci a mobilizuje Ca
2+
. Kromě zvyšování plasmatické 
hladiny Ca
2+
 a snižování hladiny fosfátu v plazmě, PTH zvyšuje exkreci fosfátu močí. 
Parathormon také zvyšuje tvorbu 1,25-dihydroxycholekalciferolu. Syntetický polypeptid 
obsahující aminokyselinové zbytky 1-34 hovězího PTH má všechny známé biologické 
účinky celé molekuly [Ganong et  al., 1995]. Pokud je parathormon podáván systémově 
intermitentně, zvyšuje novotvorbu kosti. Při kontinuálním podávání vedl k její resorpci 
[Hock et  al., 2002].   
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      Pettwayová et  al., (2005) citují celou řadu autorů a dokládají, že intermitentní 
podávání PTH stimuluje novotvorbu kosti, zvyšuje množství kompakty a její tloušťku a 
zlepšuje mechanické vlastnosti kosti u hlodavců, králíků, primátů a člověka [Pettway et  
al., 2005]. Stejná autorka použila myších mezenchymálních kmenových buněk z kostní 
dřeně na želatinovém nosiči. Systémově podávali denně PTH  po dobu 1, 3 a 7 týdnů a 
testovali efekt. Výsledky byly protikladné, autoři zjistili nejvyšší novotvorbu kosti při 
systémovém  třítýdenním podávání PTH, ale v  třítýdenním podávání nebyl rozdíl mezi 
PTH a podáváním prázdného vehikula [Pettway et  al., 2005] .  
      V kostním tkáňovém inženýrství se využívá aminoterminální části molekuly 
PTH(1-34) pro výše popsané účinky. Na potkaním modelu bylo potvrzeno, že PTH(1-34) 
zastavuje rozvoj osteoartrózy, pokud je podáván jednou za tři dny [Chang et  al., 2009]. 
Eswaramoorthy et  al., (2012) použili stejného  molekulového zbytku PTH(1-34) a snažili 
se vylepšit podávání PTH. Porovnávali intraartikulární podávání PTH(1-34) v intervalu 
jednou za tři dny s PTH(1-34)  enkapsulovaným na PLGA. Pozorovali, že v obou 
skupinách došlo k zastavení osteoartrózy, jinak řečeno, že PLGA s parathormonem je 
stejně účinný při  patnáctidenním  intervalu podávání. Autoři ověřili postupné uvolňování 
PTH(1-34) z PLGA [Eswaramoorthy et  al., 2012].  
      Rozen et  al., (2007) porovnávali synergický efekt PTH(28-48) interleukinu 6 a 
receptoru pro interleukin 6 (IL-6R). Zjistili výrazný nárůst pevnosti zhojené zlomeniny s 
použitím PTH(1-34) s IL-6+ IL-6R a PTH(28-48) s IL-6+ IL-6R  [Rozen  et  al., 2007].  
Guimarães et  al., (2012) systémově podávali PTH(1-34). Studovali dentinogenezi a 
mineralizaci zárodků řezáků u myší. Potvrdili signifikantně vyšší apozici dentinu, vyšší 
obsah ALP a lepší výsledky v mechanickém testování při použití PTH(1-34) [Guimarães et  
al., 2012].  
      V kostním tkáňovém inženýrství hraje parathormon menší roli a stejně tak jako IL-
6 a IL-11 má spíše doplňkovou úlohu. Práce s použitím PTH jsou alespoň o řád méně 
časté. K porovnání účinku vitaminu D v různých experimentech viz tabulka 20. 
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      Kalcitonin je  hormon, který produkují parafolikulární buňky štítné žlázy. Tento 
peptid funguje jako antagonista parathormonu a snižuje plazmatickou hladinu vápníku, 
zvyšuje ukládání Ca
2+
 v kostech, respektive inhibuje aktivitu osteoklastů, snižuje absorpci 
vápníku ve střevě a reabsorpci v ledvinách. Kalcitonin patří do větší skupiny peptidů, 
kterou můžeme označit jako skupinu kalcitoninu. Obsahuje další peptidové hormony, které 
jsou svojí strukturou blízké kalcitoninu a zahrnují calcitonin gene-related peptide (CGRP), 
amylin, adrenomedulin a adrenomedulin-2 [24].  Výše jmenované peptidy z rodiny 
kalcitoninu vznikaji alternativním sestřihem (angl. splicing) primárního transkriptu RNA. 
Při výběru exonů 1, 2, 3 a 4 vzniká kalcitonin, pokud je exon 4 nahrazen exony 5, 6 vzniká 
CGRP [Naot et Cornish 2008], [Rosenfeld et  al., 1983]. Alternativní sestřih je specifický 
pro různé tkáně. Pro nervovou tkáň je typický CGRP [Naot et Cornish 2008]. Kalcitoninu 
se používá v humánní medicíně při léčbě úbytku kostní hmoty jako např. u osteoporózy, 
Pagetovy choroby, u nádorových chorob a při imobilitě. Podobně jako kalcitonin vyvolá 
podání CGRP nebo amylinu pokles plazmatické hladiny vápníku, ale  tyto látky mají 
výrazně menší působení než vlastní kalcitonin. V kostním tkáňovém inženýrství se 
kalcitoninu používá méně. O to překvapivější je práce Fanga et  al., (2013). Tito autoři 
použili adenoviru jako vektoru genu pro CGRP na kmenové buňky z tukové tkáně (ASCs). 
Takto upravených kmenových buněk použili spolu s β-TCP matrix na defekt radia u 
potkana. Zjistili signifikantně vyšší novotvorbu kosti u skupiny transfekce CGRP na 
kmenové buňky oproti samotné matrix či kmenovým buňkám s matrix bez transfekce 
[Fang et  al., 2013]. 
      Almeida et  al., (2007) testovali vliv systémového podávání kalcitoninu u defektu 
mandibuly u potkana. Zjistili negativní efekt tohoto hormonu na novotvorbu kosti oproti 
kontrole [Almeida et  al., 2007]. 
      Arisawa et  al., (2008)  vytvořili defekt mandibuly u ovariektomovaných samic 
potkana. Nezjistili rozdíl v novotvorbě kosti oproti kontrole [Arisawa et  al., 2008  ].  
      Washimi et  al., (2007) zjišťovali rozdíly v novotvorbě kosti mezi použitím 
kalcitoninu a PTH(1-34) na modelu ovariektomovaných samic potkana. Zjistili synergický 
účinek PTH s kalcitoninem na udržení mikroarchitektury kosti u ovariektomovaných 
samic, tedy lepší výsledky než při použití  těchto hormonů samostatně [Washimi et  al., 
2007]. 
      Claro et  al., (2005) použili potkanů s farmakologicky navozeným diabetem. Autoři 
nepozorovali žádný rozdíl v nárůstu kosti mezi skupinou s diabetem léčenou kalcitoninem 
a skupinou s diabetem bez léčby [Claro et  al., 2005].  
      Kalcitonin má negativní výsledky v kostním tkáňovém inženýrství [Almeida et  al., 
2007] a  často má jeho použití kontroverzní výsledky [Arisawa et  al., 2008], [Claro et  al., 
2005]. Použití tohoto hormonu je méně časté. K porovnání účinku kalcitoninu v různých 
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 * CGRP - Calcitonin gene-related peptide 
 ** rASCs - potkaní kmenové buňky derivované z tukové tkáně 
 
Kolonie stimulující faktory - CSF 
 
      Kolonie stimulující faktory (amgl. colony-stimulating factors) jsou glykoproteiny, 
které patří mezi cytokiny a působí na vyzrávání bílých krvinek z hematopoetické kmenové 
buňky. Mezi CSF patří faktor stimulující granulocyty a makrofágy (angl.. Granulocyte-
Macrophage CSF, GM-CSF), faktor stimulující granulocyty (angl.. Granulocyte CSF, G-
CSF) a faktor stimulující makrofágy (angl.. Macrophage CSF,M-CSF)32. 
     Granulocyty kolonie stimuluj1ící faktor (G-CSF) reguluje granulocytopoezu, podílí 
se na proliferaci, aktivaci a maturaci neutrofilů [Demetri et  al., 1991]. V klinické medicíně 
se ho používá jako rekombinantního G-CSF k terapii neutropenie, především v onkologii  
po chemoterapii a v hematoonkologii po transplantaci kostní dřeně k rychlé mobilizaci 
granulocytů. G-CSF lze využít ke stimulaci granulopoezy v rámci přípravy na 
chemoterapii nebo transplantaci kostní dřeně. Může se ho také použít u pacientů s HIV 
infekcí k mobilizaci granulocytů z kostní dřeně [Demetri et  al., 1991].   
      Ishida et  al., (2010) použili želatiny jako nosiče a systému transportu léčiv ("drug 
delivery") pro G-CSF v defektu vřetenní kosti u králíka. Na základě CT volumetrie, 
histologie, imunohistochemie a PCR prokázali, že G-CSF vedlo k rychlejší osteogenezi a 
angiogenezi  [Ishida et  al., 2010].  
      Minagawa et  al., (2014) vytvořili defekt kalvy u potkana, který vyplnili  -TCP s 
G-CSF, β-TCP s želatinovým nosičem s G-CSF. Signifikantně nejvyšší nárůst v 
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novotvorbě kosti byl ve skupině s želatinou jako nosičem G-CSF. Dále autoři zaznamenali 
nejvyšší nárůst produkce kosti ve skupině β -TCP+ želatina+ 1 a 5 μg G-CSF, oproti 
skupině β -TCP+ želatina+ 20 μg G-CSF. 28. Na této práci se ukazuje, že želatina zřejmě 
pomaleji uvolňuje G-CSF a optimum dávky je mezi 1 a 5 μg G-CSF [Minagawa et  al., 
2014].  
      Endoteliální progenitorové buňky (angl. Endothelial progenitor cells - EPCs) se 
podílejí na embryonálním vývoji cévního systému a jako CD34+ byly nalezeny v periferní 
krvi dospělých lidí. Jsou rezervoárem pro neovaskularizaci. G-CSF tyto buňky ovlivňuje, 
buňky se označují jako mobilizované a mohou být použity nejen k revaskularizaci, ale i 
osteogenezi [Mifune et  al., 2008].  
       Mifune et  al., (2008)  využili CD34+ buněk z periferní krve mobilizovaných G-
CSF. U těchto buněk ověřili in vitro schopnost diferencovat se v osteoblasty. Dále vytvořili 
in vivo model nehojící se zlomeniny na potkaním modelu. Vytvořili zlomeninu femoru a 
kauterizovali přilehlý periost. Výše popsaných buněk použili v některých skupinách in situ 
s kolagenní matrix a v jiných je podali systémově. Zjistili lepší efekt u buněk 
implantovaných in situ než podaných celkově. Dále ověřili jejich osteogenní a 
vaskulogenní potenciál [Mifune et  al., 2008].  
      Klinicky využili těchto poznatků Kuroda et  al., (2011) v kazuistice pacienta s 
nezhojenou frakturou tibie 11 měsíců po osteosyntéze. Použili CD34+ buněk z periferní 
krve, které mobilizovali G-CSF. Takto mobilizovaných buněk použili spolu s autologní 
kostí. Po 3 měsících byla zlomenina zhojena [Kuroda et  al., 2011].  Tato zkušenost zřejmě 
autorům dodala odvahu, protože v roce 2014 publikovali pilotní klinickou studii s použitím 
CD34+ buněk mobilizovaných opět G-CSF na kolagenním nosiči.  Po 12 týdnech 
radiologicky verifikovali zhojení u 71% pacientů, respektive u 5 pacientů ze 7.  
Nezaznamenali žádné negativní efekty, které by měly vliv na morbiditu nebo mortalitu 
pacientů [Kuroda  et  al., 2014].   
       Jiný experiment provedli Murakami et  al., (2013) s lidskými kmenovými buňkami 
zubní dřeně (human dental pulp stem cells - hDPSCs). Autoři se snažili nalézt techniku 
izolace kmenových buněk bez použití průtokové cytometrie. Tyto buňky mobilizovali 
použitím G-CSF. Efektivitu přeměny buněk verifikovali analýzou pomocí western blot 
expresí biomarkeru pulpální tkáně TRH-DE (thyrotropin-releasing hormone degrading 
enzyme). Takto získaných mobilizovaných kmenových buněk použili v experimentu in 
vivo na imunosuprimovaných myších, kterým subkutánně implantovali kořeny lidských 
zubů s kolagenní matrix a modifikovanými hDPSCs (hMDPSCs). Pozorovali signifikantní 
nárůst novotvorby pulpy histologicky a také signifikantní nárůst neovaskularizace 
[Murakami et  al., 2013].   
      Granulocyty kolonie stimulující faktor má vliv na mobilizaci kmenových buněk a 
vývoj neovaskularizace. V kostním tkáňovém inženýrství se ho používá méně často, stejně 
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Signifikantně vyšší novotvorba 
kosti ve skupině s G-CSF. 
Vaskulogeneze a osteogeneze 










Histomorfometrie Signifikantně vyšší novotvorba 
kosti u skupiny s 1 a 5 μg G-
CSF v želatině s použitím β-
TCP. Skupina β -
TCP+želatina+ 20 μg G-CSF 
měla výrazně menší 
novotvorbu kosti.  Skupiny s 
G-CSF jen s β -TCP neměly 
takový nárůst kosti.  
Minag
















nárůst novotvořené zubní 
dřeně při použití  
mobilizovaných hDPSCs resp. 
(MDPSCs), signifikatní nárůst 
vaskularizace pulpy s použitím 




ami et  
al., 
(2013) 
        *  RT-PCR Real time PCR 
        **      hDPSCs - lidské kmenové buňky zubní dřeně - human dental pulp stem cells 
        ***  Western blot analýza exprese biomakreru pulpální tkáně: thyrotropin-releasing  




4 Popis řešení a výsledky výzkumu 
 
      Nedostatek kosti je jedním s největších problémů traumatologie, ortopedie, 
spondylochirurgie a maxilofaciální chirurgie. Ve všech těchto oborech se lékaři setkávají s 
kostními defekty u pacientů po ztrátových poraněních, po resekčních výkonech u 
nádorových onemocnění, v dentální implantologii, u plastických operací vrozených vad 
obličeje (u rozštěpů, kraniofaciálních dysostóz a u estetických korekčních operací). 
Nedostatek kosti je často limitujícím faktorem funkční rehabilitace pacienta. Ve 
spondylochirurgii se kostní defekt nahrazuje autologní kostí nebo kostí z tkáňové banky. 
Nejčastější formou zlomenin páteře jsou tříštivé zlomeniny, kompresivní fraktury u 
osteoporozy, osteolytické kostní tumory včetně sekundárních. [Barsa et al., 2012]. 
Traumatologové a ortopedi se potýkají se stejným spektrem příčin, které způsobují 
nedostatek kostního matetriálu.  
      Zlatým standardem rekonstrukce stále zůstává autologní kost. Největším 
problémem je morbidita vyplývající z nutnosti dvou operačních přístupů, označovaná jako 
morbidita v místě odběru (angl. donor site morbidity). Dalším negativem u autologních 
štěpů je resorpce části transplantované kosti vyplývající z absence výživy v době po 
operaci. Z toho vyplývá riziko mikrobiální kontaminace kostního bloku, který v době po 
operaci není kontrolován imunitou pacienta, protože chybí cévní zásobení. Autologní kost 
je limitována také objemem, který lze odebrat. Nalezením alternativy se zabývá kostní 
tkáňové inženýrství. Cílem je nalézt mechanicky stabilní biokompatibilní matrix s 
osteokonduktivními, osteoindukčními a osteogenetickými vlastnostmi, které se blíží vlastní 
kosti. Ideálem by byla arteficiální kostní matrix s výše uvedenými vlastnostmi opatřená 
kmenovými buňkami, která dá vzniknout vlastní kosti pacienta.  
      Vysoký potenciál v kostním tkáňovém inženýrství se přisuzuje autologním 
mezenchymálním kmenovým buňkám  (MSCs) [Zhang et  al., 2010], [Griffin et  al., 2011].  
Tyto kmenové buňky mají několik výhod oproti použití růstových faktorů: mají osteogenní 
potenciál, snadno se získávají, kultivují a mají nízký imunogenní potenciál. [Kim et  al., 
2008]. Podle různých autorů inhibují proliferaci buněk imunitního systému, jako jsou T- a 
B- lymfocyty, dendritické buňky a NK buňky, a modulují funkci makrofágů [Kim et 
Hematti 2009], [Ghannam et  al., 2010]. V kombinaci s hydroxyapatitovou matrix stupňují 
osteogenezi a kostní hojení fraktur dlouhých kostí v ortopedii [Choi et  al., 2011], spinální 
fúzi ve spondylochirurgii [Huang et  al., 2011] a léčbu kraniofaciálních defektů v 
maxilofaciální chirurgii [Miura et  al., 2006].  
      Mechanická stabilita hraje velkou roli v kostním tkáňovém inženýrství. Zlomenina 
je vystavena značným dislokačním silám. V maxilofaciální chirurgii se jedná o velké 
žvýkací síly, v ortopedii zatížení osového skeletu a ve spondylochirurgii je páteř namáhána 
páčivými, trakčními a kompresivními silami. Experimentálního modelu fraktur kalvy se 
široce užívá, ale všechny tyto experimenty postrádají efekt mechanického zatížení. 
Obratlový defekt a posterolaterální fúzi jsme si vybrali jako experiment s mechanicky 
zatíženým augmentátem. Obvykle se spinální fúze provádí na větším zvířeti, nejčastěji 
ovčím nebo potkaním modelu [Liang et  al., 2010], [Zhu et  al., 2011]. V našem 
experimentu jsme se snažili přiblížit použití kmenových buněk a hydroxyapatitové matrix 
klinické praxi. Účelem práce bylo ověřit novotvorbu kosti s použitím definovaných 
lidských kmenových buněk z kostní dřeně – hBMSCs - a hydroxyapatitové matrix na 
imunosuprimovaném potkaním modelu. Ve druhé fázi jsme vytvořili levný a bezpečný 









      V naší studii jsme pracovali s defektem obratlového těla na potkaním modelu 
kmene Wistar (Velaz, Praha, ČR) s hmotností mezi  300–350 g. V dorzolaterální fúzi jsme 
experimentovali s kmenem Wistar (Anlab, Charles River Laboratories, Kolín n/Rýnem, 
Německo) s váhou mezi 300–350 g. Do naší studie jsme zahrnuli pouze samce tohoto 
kmene k minimalizaci vlivu hormonů na hojení a novotvorbu kosti [Šedý  et  al., 2008, 
Luize et  al., 2008]. Studii jsme prováděli podle nařízení Evropské komise - European 
Communities Council Directive - z 24. listopadu 1986 (86/609/EEC) o použití zvířat ve 
výzkumu. Studie byla odsouhlasena Etickou komisí Ústavu experimentální medicíny 




     Potkany jsme náhodně rozdělili do následujících skupin: 
 
a) experiment s defektem obratlového těla, 30 zvířat : 
Skupina 1:  prázdný defekt ventrální plochy obratlového těla L2 (n = 8); 
Skupina 2:  defekt ventrální plochy obratlového těla L2 vyplněný hydroxyapatitem (n = 7); 
Skupina 3:  defekt ventrální plochy obratlového těla L2 vyplněný hydroxyapatitem s        
0,5 x 10
6
 hBMSCs (n = 7); 
Skupina 4:  defekt ventrální plochy obratlového těla L2 vyplněný hydroxyapatitem s          
5 x 10
6
 hBMSCs (n = 8); 
 
b) experiment s dorzolaterální fúzí L páteře, 10 zvířat: 
Skupina 5: fúze spinózních výběžků sousedních obratlů lumbální páteře se stabilizací 
titanovým mikroplate s titanovými šrouby a s hydroxyapatitem krytým  
kolagenní membránou (n = 5); 
Skupina 6: fúze spinózních výběžků sousedních obratlů lumbální páteře se stabilizací 
titanovým mikroplate s titanovými šrouby a s hydroxyapatitem v kombinaci s  
5 x 10
6
 lidskými mezenchymálními kmenovými buňkami z kostní dřeně 
(hBMSCs), augmentační materiál byl krytý kolagenní membránou (n = 5); 
 
Izolace a kultivace buněk 
 
       Lidské MSCs byly izolovány z kostní dřeně (hBMSCs) od čtyř různých dárců ve 
věku od 28 do 66 let. Veškerá příprava kmenových buněk proběhla v rámci „Správné 
výrobní praxe ve společnosti Bionova s.r.o. (Praha, ČR)“ a byla odsouhlasena Státním 
ústavem pro kontrolu léčiv (SÚKL, ČR). Mononukleární frakce obsahující hBMSCs byla 
separována stupňovitou centrifugací s použitím 25% Gelofusinu®  (B. Braun, Melsungen, 





. Buňky byly dále kultivovány v médiu s obsahem Alpha MEM Eagle bez 
deoxyribonukleotidů, ribonukleotidů a UltraGlutaminu (Lonza, Basilej, Švýcarsko) s 
přídavkem 5 % trombocytárního lyzátu (Bionova, Praha, ČR) s 10 μg/ml Gentamicinu 
(Lek Pharmaceuticals, Lublaňa, Slovinsko). Neadherující buňky jsme vypláchli stejným 
mediem. Po dosažení 80% pokrytí nádoby buňkami jsme odloučili buňky od stěny nádoby 
pomocí roztoku 1 ml/75 cm
2
 TrypLE CTS SelectTM (Gibco, CA, USA). Buňky jsme v 
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rámci druhé pasáže analyzovali a použili k experimentům. Exprese specifických markerů 
jsme ověřili průtokovou cytometrií (FACSAria flow cytometer, BD Biosciences, San 
Diego, USA). Buňky exprimovaly markery CD105, CD73, CD90 a byly negativní na 
expresi markerů CD45, CD34, CD14, CD11b, CD79alpha a HLA-DR. Růstový potenciál 
buněk jsme ověřili osteogenní, chondrogenní a adipogenní diferenciací s použitím 
standardních diferenciačních medií, která byla popsána v literatuře [Turnovcová  et  al., 
2009]. Viabilita buněk byla více než  95 %. Tuto jsme ověřili barvením tryptanovou modří. 
Kultury jsme testovali na přítomnost bakteriální (včetně Mycosplasma pneumoniae) a 
fungální  kontaminace. Přestože byly buňky získány od dárců různého věku, nepozorovali 
jsme signifikantní odlišnosti v proliferační aktivitě. Buňky byly zmrazeny ve 
fyziologickém roztoku s obsahem 7,5% dimethylsulfoxidu (DMSO) s 5% albuminem. 
Buňky jsme skladovali v tekutém dusíku při -160˚C až do použití v experimentu.  
 
Příprava kostní matrix před implantací 
 
      Kmenové buňky jsme rozmrazili, centrifugovali a třikrát promyli roztokem 
vlažného pufru PBS (angl. phosphate buffered saline) k odstranění zbytkového 
zmrazovacího roztoku. Suspenze buněk s koncentrací od 0,5 do 5,0 x 10
6
 buněk/ml jsme 
umístili do vialek. Navlhčený hydroxyapatitový granulát CEM-OSTETIC® (Berkeley 
Advanced Biomaterials, Inc., Berkeley, USA) (0.02 g) jsme impregnovali suspenzí buněk. 
Suspenze obsahující matrix jsme centrifugovali při 1000 otáčkách/min. Po centrifugaci 
jsme zbytkový PBS odstranili. Obsah vialky jsme promíchali sterilním nástrojem, abychom 




      Zvířata jsme uvedli do celkové inhalační anestezie 5% isofluranem ve směsi se 
vzduchem při průtoku 300 ml/min. Vedení celkové anestézie bylo dále pomocí 2% 
isofluranu se stejnou nosnou směsí i průtokem pomocí obličejové masky. V naší laboratoři 
je tento anestetický protokol rutinně používán řadu let a ve výše uvedeném provedení a 
koncentraci anestetika byl prokázán jako bezpečný i pro déletrvající chirurgické výkony 
[Hejcl et  al., 2008]. V poloze zvířete na břiše jsme po odstranění srsti a dezinfekci v rámci 
běžné asepse operačního pole provedli kožní incizi v délce cca 3 cm na úrovni obratlů L1–
L3. Celý operační postup jsme vykonali s pomocí operačního binokulárního mikroskopu 
(Carl Zeiss, Jena, Německo).  
 
a) Experiment s defektem obratlového těla: 
      Svaly kolem páteře jsme tupě odsunuli a bez perforace peritonea jsme vytvořili 
přístup k ventrolaterální ploše obratlového těla L2. Ventrální část obratlového těla jsme 
deperiostovali a očistili od zbytků měkkých tkání. Sterilním tvrdokovovým kulovitým 
vrtáčkem jsme při rychlosti 1500 otáček/min s chlazením sterilním fyziologickým 
roztokem vytvořili defekt obratlového těla o velikosti 2 × 5 × 1,5 mm. Rozměry jsme 
kontrolovali kalibrovanou parodontologickou WHO sondou. Defekt jsme dle výše 
popsaných skupin nechali prázdný, event. jsme jej vyplnili hydroxyapatitem, 
hydroxyapatitem s kmenovými buňkami v koncentraci 0,5 nebo 5,0 x 10
6



























Obrázek  1 – Defekt ventrální části  obratlového těla lumbální páteře s  augmentačním 
materiálem – peroperační fotografie. Experiment defektu obratlového těla 
 
Takto vyplněný defekt jsme pokryli vstřebatelnou kolagenní membránou Hyprosorb® 
(Hypro, Otrokovice, ČR) v souladu s pravidly metody řízené kostní regenerace (angl. 
guided bone regeneration). Použití kolagenní membrány samo o sobě je zlatým standardem 
v řízené kostní regeneraci [Kazakos et  al., 2011]. Svaly jsme sešili neresorbovatelným 
materiálem jednotlivými stehy, kůži jsme sešili plastickým stehem k prevenci vykousávání 
šicího materiálu zvířaty. Zvířata s augmentací, tj. s hydroxyapatitem nebo s 
hydroxyapatitem a kmenovými buňkami, jsme imunosuprimovali denně cyclosporinem 
dávkou 10 mg/kg i.m. (Sandimmun®, Novartis, Bazilej, Švýcarsko). K prevenci 
bakteriální infekce jsme subkutánně podávali gentamicin 10 mg po 24 hod. po dobu 
prvních 5 pooperačních dní (Gentamicine Lek®, Lek Pharmaceuticals, Lublaňa, 
Slovinsko). Potkany jsme humánně usmrtili na konci 8. týdne od operace.  
 
b) Experiment s dorzolaterální fúzí lumbální páteře: 
      Svaly kolem páteře jsme tupě odsunuli. Dorzální plochy processus transversi et 
spinosi stejně jako kost arcus vertebrae jsme pečlivě očistili od zbytků měkkých tkání. 
Takto jsme očistili vždy dva obratle nad sebou bez průniku do míšního kanálu (viz obrázek 






























Obrázek  2 - Deperiostované  obratlové  oblouky a spinózní výběžky  lumbální páteře -  
peroperační fotografie. Experiment spinální fúze,  skupiny č. 5, 6 
 
Vrtáčkem z instrumentária mikro (Jeil Medical Corporation, Soul, Jižní Korea) jsme 
vytvořili otvory v processus spinosi dvou sousedních obratlů a spojili je titanovými 




















Obrázek  3 – Osteosyntéza spinózních výběžků lumbálních obratlů pomocí titanových 
mikroplate a titanových šroubů – peroperační fotografie. Experiment spinální fúze, skupiny 
č. 5, 6 
 
Vlastní preparaci spinozních výběžků jsme prováděli s chlazením sterilním fyziologickým 
roztokem jako prevenci tepelného traumatu kosti. Stabilitu fúze jsme kontrolovali šetrnou 
64 
 
manuální palpací. Použili jsme standardní titanové dlahy mikroplate s tloušťkou 0,5 mm z 
medicínsky čistého titanu Grade IV a titanových šroubů (Jeil Medical Corporation, Soul, 
Jižní Korea). Na odvrácené straně od titanové dlahy mikroplate jsme vyplnili prostor mezi 
tranverzálními a spinózními výběžky pastou z augmentačního materiálu samotného 
(skupina 5) nebo pastou z augmentačního materiálu s 5 × 10
6
 hBMSCs (skupina 6). 
Zvažovali jsme použití hydroxyapatitu v bloku spolu s kmenovými buňkami, ale jak 
vyplývá z obrázku č. 4, materiál v jednom kuse v bloku by dostatečně nepřilnul ke 
kostnímu podkladu a  pravděpodobně by mohlo docházet k podrůstání vaziva mezi obratel 


















Obrázek  4 – Schématická ukázka umístění augmentátu do prostoru ohraničeném dorzální 
plochou obratlových oblouků a spinózními  výběžky – peroperační fotografie. Solidní  
materiál v bloku by dostatečně nepřilnul ke kostnímu podkladu a pravděpodobně by mohlo 
docházet k podrůstání vaziva mezi obratel experimentálního zvířete a augmentační 
materiál, experiment spinální fúze, skupiny č. 5, 6 
 
V obou skupinách jsme kolem augmentátu vytvořili komůrku z kolagenní membrány 
Hyprosorb® (Hypro, Otrokovice, ČR) k prevenci vrůstání buněk vaziva do augmentátu dle 




































Obrázek  5 – Sutura  po vrstvách. Jednou šipkou je označena kolagenní membrána a 
dvěma šipkami paravertebrální svaly, které jsme přetáhli přes augmentovaný segment  – 
peroperační fotografie. Experiment spinální fúze, skupiny č. 5, 6 
 
Na tomto obrázku je jednou šipkou označena kolagenní membrána a dvěma šipkami 
paravertebrální svaly, které jsme přetáhli přes místo spinální fúze. Schéma celého postupu 




















Obrázek 6 – Schéma spinální fúze, transverzální řez. Jedna šipka: augmentační materiál, 
dvě šipky:  oblouk obratlového těla, tři šipky:  kolagenní membrána, silná šipka:  titanový 
mikroplate se šroubem na kontralaterální ploše processus spinosus. Experiment spinální 
fúze,  skupiny č. 5, 6 
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Zádové svalstvo jsme sešili nevstřebatelnou suturou jednotlivými stehy (viz obrázek č. 5). 
Kůži jsme sešili stejnou suturou intradermálním stehem k prevenci vykousávání stehů 
zvířetem. Zvířata s augmentací, tj. s hydroxyapatitem nebo s hydroxyapatitem a 
kmenovými buňkami, jsme imunosuprimovali denně 10 mg/kg i.m. cyclosporinem 
(10mg/kg, Sandimmun®, Novartis, Bazilej, Švýcarsko). K prevenci bakteriální infekce 
jsme subkutánně podávali Gentamicin 10mg po 24 hod. po dobu prvních 5 pooperačních 
dní (Gentamicine Lek®, Lek Pharmaceuticals, Lublaňa, Slovinsko). Potkany jsme 
humánně usmrtili na konci 8. týdne od operace.  
 
Pooperační péče  
 
      Zvířata jsme umístili do standardizovaných boxů po párech, abychom redukovali 
stres z izolace. Měla trvalý přístup k vodě a stravě, cyklus světlo-tma jsme střídali po 12 




      Na konci 8. týdne od operace jsme zvířata uvedli do hluboké celkové anestézie 
pentobarbitalem o dávce 150 mg/kg. Transkardiálně jsme je perfundovali 4% 
paraformaldehydem v 0,1 mol. roztoku PBS. Provedli jsme disekci celého segmentu 
páteře, abychom nepoškodili augmentovanou oblast. Kost jsme dodatečně fixovali imerzí v 




      Radiografické vyšetření jsme neprováděli u první části experimentu tj. u defektu 
obratlového těla. Domníváme se, že by nám nebylo přineslo žádná další data v důsledku 
sumace defektu s okolní kostí.  
      V experimentu s dorzolaterální fúzí lumbální páteře jsme z každé skupiny provedli 
RTG vyšetření stejného vzorku, který byl později vyšetřován pomocí mikroCT. Použili 
jsme RTG dentálního přístroje (Prostyle Intra, Planmeca Oy, Helsinki, Finland) a provedli  
klasický RTG snímek ve dvou projekcích celého segmentu páteře po jeho vybavení z těla, 




      Z každé skupiny jsme jeden vzorek podrobili mikrotomografické analýze. 
Skenování bylo provedeno s použitím rentgenového tomografického zařízení, popsaného 
v naší publikaci [Vaněček et al., 2013]. Vzorky jsme ozařovali s použitím 
mikrofokuzačního zdroje rentgenového záření L8601-01 (Hamamatsu Photonics K.K., 
Japonsko) s výstupní šířkou svazku 5 μm, wolframovou anodou a rozbíhavým kuželovým 
svazkem. Jako detektor jsme používali velkoplošný RTG detektor C7942CA-22 
(Hamamatsu Photonics K.K., Japonsko) s rozlišením 2368 × 2240 pixelů a fyzickou 
velikostí 120 × 120 mm. Pro účely tomografické rekonstrukce bylo provedeno 360 
projekcí s úhlovým krokem o velikosti 1˚. Dosáhli jsme tak největšího možného zvětšení, 
které odpovídalo vzdálenosti zdroj-objekt 170 mm a vzdálenosti zdroj-detektor 500 mm. 
Protože rentgenka L8601-01 vyzařuje s kontinuálním energetickým spektrem, použili jsme 
na všechny radiogramy linearizaci útlumového spektra (korekci tvrdnutí svazku – beam 
hardening correction) pro zohlednění nestejných útlumových vlastností zobrazovaných 
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vzorků. Radiogramy byly rekonstruovány s použitím algoritmu zpětné projekce 
kuželového svazku, který byl prokázán jako vhodný k zobrazování trabekulární 
mikroarchitektury celých kostí s vysokou přesností [Kytyr et  al., 2011], [Vavrik et  al., 






      Kost fixovanou v 10% paraformaldehydu jsme dekalcifikovali pomocí kyseliny 
mravenčí. Z každého vzorku jsme vytnuli tři transverzální bločky, které jsme zalili  do 
parafínu. Na mikrotomu jsme získali 4 μm silné řezy, které jsme obarvili hematoxylin-
eozinem nebo naftol-AS-D chloracetát-esterasou k verifikaci myeloidních buněk včetně 
polymorfonukleárů. Řezy jsme vyšetřili ve světelném mikroskopu. Histomorfometrické 
vyšetření jsme provedli s použitím analyzačního software NIS-Elements (Nikon 
Instruments, Inc., USA).  
      V experimentu s obratlovým defektem jsme použili imunoflurescence s barvením 
na lidské mitochondrie (anti-cytochrom c oxidasa, protilátka proti podjednotce II), MT-
CO2  (ABcam, Cambridge,UK). Těchto protilátek se používá k detekci humánních buněk 
ve zvířecích modelech [Abdouh et  al., 2009], [Amemori et  al., 2013], [Cocks et  al., 
2013], [Růžička et  al., 2013]. Komplex antigenu a protilátky jsme vyšetřovali s použitím 
kozích protilátek proti myším IgG konjugovaným s Alexa-Fluor 488 – druhotná protilátka 
proti kozí protilátce myších IgG. Vzorky kosti se spinální fúzí jsme navíc ještě barvili 
chloracetátesterasou, která má afinitu k buňkám granulocytární řady.  





     Výsledky uvádíme jako průměrné hodnoty ± směrodatná odchylka (S.E.M.). 
Výsledky jsme hodnotili pomocí analýzy variance jednoduchého třídění (One-way 
ANOVA) s post hoc HSD (angl. honestly significant difference) testem. Statisticky 




Experimentální model defektu obratlového těla:  
      V experimentálních skupinách s defektem obratlového těla (skupiny 1 až 4) jsme 
neměli žádné úmrtí experimentálního zvířete. Při preparaci defektu do obratlového těla 
jsme pod kontrolou mikroskopu dbali na hranici kostěnné preparace, aby nedošlo 
k neurologickému poškození experimentálních zvířat při proniknutí do páteřního kanálu. 
Použitý model byl bezpečný, ale konstatujeme nutnost používání operačního mikroskopu. 
Při pokusech o vizuální preparaci bylo operační pole nepřehledné vzhledem k nutnosti 
chlazení a odsávání při preparaci kosti. Tento experimentální model považujeme za 
jednoduchý, bezpečný a levný. 
 
Experimentální model páteřní fúze:  
      Ve skupinách spinální fúze (Skupiny 5 a 6) jsme nezaznamenali žádnou mortalitu 
ani poruchy motoriky zvířat či problémy vyplývající z chirurgického postupu. Pomocí 
běžných mikrodlah a šroubů jsme fixovali sousední obratle. Tyto dlahy mikroplate se 
běžně používají v čelistní chirurgii k fixaci zlomenin obličejového skeletu. Použití 
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operačního binokulárního mikroskopu bylo fakultativní a zlepšovalo přehlednost 
operačního pole. Model páteřní fúze byl jednoduchý, bezpečný, levný a při použítí na 




a)  Experiment s defektem obratlového těla: 
      Ve skupině s prázdným defektem obratlového těla (Skupina 1) jsme histologicky 
zaznamenali známky kostního hojení s reaktivní osteoplázií a fokální kartilaginózní 
metaplázií - obrázek 7a. Ve skupině s defektem vyplněným pouze hydroxyapatitovou 
matrix jsme zjistili depozita lámavého granulárního materiálu, místy s granulomatózní 
reakcí proti exogennímu materiálu. Na povrchu augmentačního materiálu jsme pozorovali 
izolované ostrůvky novotvořené kosti a osteoidu - obrázek 7b.  
      Kvalitativní rozdíl jsme zaznamenali ve skupině  hydroxyapatitové matrix s 0,5 
milionem hBMSCs (Skupina 3). Histologicky měla tato skupina větší kostní trámce kolem 
augmentačního materiálu. Matrix byla částečně inkorporována do nově formované kosti - 
obrázek 7c. V poslední skupině hydroxyapatitové matrix s 5 miliony hBMSCs lze popsat 
signifikantně vyšší novotvorbu kosti v defektu - obrázek 7d-7f. Matrix byla více zavzata do 
kostní tkáně a částečně resorbována. V blízkém okolí augmentátu jsme pozorovali 
reaktivní osteopenii, která nebyla v místní souvislosti s augmentátem. V této skupině jsme 



































































Obrázek 7 –  Histologické vyšetření defektu obratlového těla 8 týdnů po implantaci. A 
Reaktivní  osteoplázie s ložisky kartilaginózní metaplázie (bílé šipky) ve skupině 
s prázdným kostním defektem.  B Ve skupině s defektem obratlového těla vyplněným 
čistým hydroxyapatitem nacházíme ostrůvky novotvořené kosti (bílé šipky) na povrchu 
augmentačního materiálu (hvězdička).  C Ve skupině s 0,5 ml. kmenových buněk vidíme 
kostní trabekuly vláknité a lamelární kosti (bílé šipky) na povrchu augmentačního 
materiálu (hvězdička).  D Ve skupině s 5 mil. MSCs je augmentát (hvězdička) 
inkorporovaný do rozsáhlejších ploch lamelární kosti (bílé šipky). E Ve skupině s 5 mil. 
MSCs pozorujeme široké kostní trámce (bílé šipky) na povrchu augmentačního materiálu. 
F Ve skupině s 5 mil. MSCs vidíme plochy novotvořené kosti (bílé šipky) 
s inkorporovanými partikulemi augmentačního materiálu (hvězdičky),  na povrchu 
kostních trabekul pozorujeme aktivní osteoblasty (černé šipky).  Hematoxilin-eosin.  
Měřítko: 100 µm 
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      V žádné ze skupin s hBMSCs (Skupina 3 a 4) jsme nepozorovali granulomatozní 
reakci, zánětlivé nebo nádorové změny. Obrázek 8a-8d ukazuje reprezentativní vzorek 
barvený naftol AS-D chloroacetát-esterasou. V kostním defektu obsahovaly 
intratrabekulární prostory hematopoetické buňky kostní dřeně s mnohočetnými 
myeloidními buňkami barvenými pozitivně naftol AS-D chloroacetátesterasou – světle 
červeně - obrázek 8a. Ve skupině léčené samotným augmentačním materiálem (Skupina 1) 
byl tento obklopen lemem makrofágů, buněk z cizích těles a polymofronukleárů - obrázek 
8b. Ve skupině léčené augmentačním materiálem s 0,5 milionem hBMSCs jsme nalezli 
izolované polymorfonukleáry pozitivní na naftol AS-D chloroacetát-esterasu - obrázek 8c. 
Ve skupině s 5 miliony hBMSCs  jsme nepozorovali žádné polymorfonukleáry na rozhraní 
kosti a augmentačního materiálu - obrázek 8d. 
 
 
Obrázek 8 -  Histologické vyšetření defektu obratlového těla 8 týdnů po implantaci. 
Barvení naftol AS-D chloracetátesterázou. A Prázdný defekt obratlového těla se širokými 
trabekulami převážně vláknité kosti  s depozity cementu (černá hvězdička) jako výsledek 
procesu hojení.  Intertrabekulární prostory obsahují hematopoetické buňky kostní dřeně  
s mnohočetnými myeloidními  buňkami  (světle červené) pozitivní na barvení naftol AS-D 
chloracetátesterázou.  B  Ve skupině  s čistým hydroxyapatitem je augmentační materiál 
(bílé hvězdičky) obklopen pruhem makrofágů a buněk z cizích těles (bílé šipky) a fibrózní  
tkání (černé hvězdičky). Ve vzorku vidíme jen ojedinělé polymorfonukleáry pozitivní na 
barvení naftol AS-D  chloracetátesterázou (černé šipky). C  Ve skupině s 0,5 mil. 
kmenových buněk vidíme izolované polymorfonukleáry, pozitivní na barvení naftol AS-D  
chloracetátesterázou (černá šipka) , asociované  s augmentačním materiálem (bílá 
hvězdička), novotvořené kostní trámce (černé šipky) . D Ve skupině s 5 mil. MSCs 
pozorujeme kostní trámce s lemem aktivních osteoblastů (černá hvězdička) a augmentační 
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materiál (bílé hvězdičky). V této skupině nebyly přítomny polymorfonukleáry.  Barvení 
naftol AS-D chloracetátesterázou.  Měřítko: 100 µm 
 
 
Po 8 týdnech od augmentace jsme pomocí lidského mitochondriálního markeru nalezli jen 
velmi málo MT-CO2 buněk - obrázek 9a. Toto zjištění naznačuje jen malé přežití 
transplantovaných buněk. Barvení na MT-CO2 bylo negativní ve skupině se samotným 




Obrázek  9A - Barvení na marker humánních mitochondrií  MTCO2. Ve skupině s 5 mil. 
MSCs se pozitivní lidské kmenové buňky zobrazují zeleně 8 týdnů po implantaci – skupina 
č. 4. Měřítko: 20 µm B - Negativní barvení na marker humánních mitochondrií  MTCO2 
ve skupině s čistým augmentačním materiálem – skupina č. 2. Měřítko: 20 µm 
 
b)  Experiment s dorzolaterální fúzí lumbální páteře: 
      V obou skupinách (skupiny 5 a 6) měl augmentační materiál charakter shluků 
dvojlomných granulí. Ve skupině s čistým hydroxyapatitem jsme častěji pozorovali 
obrovské buňky z cizích těles - obrázek 10. V okolí matrix byla denzní kolagenní tkáň 
podobná tkáni jizevnaté. Zřejmě jde o následek operačního traumatu. Na periferii a vzácně 

































Obrázek 10 – Histologické vyšetření segmentu páteře se spinální fůzí:  obrovské 
mnohojaderné buňky z cizích těles kolem augmentačního materiálu (bílá šipka). 
Experiment spinální fúze, skupina č. 5. Hematoxilin-eosin, měřítko: 100 µm 
 
      Ve skupině s hBMSCs (Skupina 6) byla novotvořená kost lépe integrovaná do 
okolní kosti. Novotvořená kost byla vláknitého typu, ale kost lamelární jsme pozorovali též 


















Obrázek 11 – Histologické vyšetření segmentu páteře se spinální fůzí:  formace vláknité 
kosti kolem granulí augmentačního materiálu (bílá šipka). Experiment spinální fúze,  
skupina č. 5. Hematoxilin-eosin, měřítko: 100 µm 
 
Shluky augmentačního materiálu byly na některých místech novotvořenou kostí zcela 
























Obrázek 12 – Histologické vyšetření segmentu páteře se spinální fůzí:  vláknitá a 
lamelární kost na povrchu augmentačního materiálu. Široké kostní trabekuly (hvězdička) 
s inkorporovaným augmentačním materiálem (prázdné šipky). Experiment spinální fúze,  
skupina č. 5. Hematoxilin-eosin, měřítko: 100 µm 
 
Trabekuly novotvořené kosti byly obklopeny aktivními osteoblasty a rozptýlenými 
osteoklasty jako následek aktivní remodelace kosti. Ve vazivové tkáni kolem granulí 
augmentačního materiálu jsme zjistili větší množství tenkostěnných kapilár. Ve skupině č. 
6 byla novotvořená kost lépe integrovaná do okolní kostní tkáně – obrázek 13, 14, 15 - a 


















Obrázek 13 – Histologické vyšetření segmentu páteře se spinální fůzí:   široké kostní 
trabekuly lamelární kosti (černá hvězdička) na povrchu augmentačního materiálu (bílé 





















Obrázek 14 – Histologické vyšetření segmentu páteře se spinální fůzí:  široké plochy 
převážně vláknité kosti (hvězdičky) s inkorporovanými granulemi augmentačního 
materiálu (bílé šipky). Za pozornost stojí lem aktivních osteoblastů na povrchu kostních 
trabekul (černé šipky). Experiment spinální fúze,  skupina č. 6. Hematoxilin-eosin, 


















Obrázek 15 – Histologické vyšetření segmentu páteře se spinální fůzí:  široké kostní 
trabekuly lamelární kosti (černé hvězdičky) na povrchu augmentačního materiálu (černé 
hvězdičky). Experiment spinální fúze,  skupina č. 6. Hematoxilin-eosin, měřítko: 100 µm 
 
 
























Obrázek 16 – Histologické vyšetření segmentu páteře se spinální fůzí: granula 
augmentačního materiálu (bílé hvězdičky) jsou obklopeny mnoha obrovskými 
mnohojadernými buňkami z cizích těles (bílé šipky). Za pozornost stojí absence zánětlivé 
reakce. Experiment spinální fúze,  skupina č. 6. Hematoxilin-eosin, měřítko: 100 µm 
 
Naproti tomu ve skupině s čistým hydroxyapatitem (Skupina 5) jsme v některých řezech 
pozorovali smíšenou zánětlivou reakci v okolí augmentačního materiálu s neutrofily a 
makrofágy, formujícími se do obrovských buněk z cizích těles – obrázek 17. Barvení 
chloracetátesterázou ukázalo menší zánětlivou reakci ve skupině č. 6 (s hBMSCs) - 
obrázek 18. Ve skupině č. 5 byl i v tomto barvení augmentační materiál obklopen 
smíšenou zánětlivou reakcí s množstvím neutrofilů, makrofágů a obrovskojaderných buněk 

















Obrázek 17 – Histologické vyšetření segmentu páteře se spinální fůzí: granula 
augmentačního materiálu (bílá hvězdička) jsou obklopeny smíšenou zánětlivou celulizací 
obsahující větší počet neutrofilů (bílá šipka) a makrofágů, které formují obrovské 
mnohojaderné buňky z cizích těles (černá šipka). Experiment spinální fúze,  skupina č. 5. 




















Obrázek 18 – Histologické vyšetření segmentu páteře se spinální fůzí: granula 
augmentačního materiálu (bílé hvězdičky) jsou obklopeny  větším počtem obrovských 
mnohojaderných buněk z cizích těles (bílý trojúhelník). Dále vidíme jen ojedinělé 
neutrofily. Experiment spinální fúze,  skupina č. 6. Barvení naftol AS-D 



















Obrázek 19 – Histologické vyšetření segmentu páteře se spinální fůzí: granula 
augmentačního materiálu (bílé hvězdičky) jsou obklopeny smíšenou zánětlivou celulizací 
obsahující početné neutrofily (světle červená cytoplazma), makrofágy a obrovskými 
mnohojadernými buňkami z cizích těles (černé šipky). Experiment spinální fúze,  skupina 








a)  Experiment s defektem obratlového těla:  
      Kvantitativní analýza vzorků ukázala nesignifikantní rozdíl v procentu novotvořené 
kosti mezi skupinou  s prázdným defektem (Skupina 1) (33,84 ± 1,84 %) a skupinou 
léčenou samotným hydroxyapatitem  (40,34 ± 3,85 %). Toto zjištění naznačuje malý 
osteoindukční charakter hydroxyapatitu. Signifikantně vyšší (p<0,01) novotvorbu kosti 
jsme zaznamenali ve skupině hydroxyapatitu s 5 miliony hBMSCs  (65,60 ± 4,89 %) v 
porovnání  se skupinou léčenou hydroxyapatitem s 0,5 milionem hBMSCs (38,91 ± 5,76 
%), ve srovnání s matrix (p<0,05) a prázdným defektem (p<0,01). Množství reziduální 
matrix ve skupině č. 4 léčené hydroxyapatitem s 5 miliony hBMSCs se statisticky 




Obrázek 20 – Histomorfometrické vyšetření experimentálních zvířat s defektem 
obratlového těla: kvantitativní analýza vzorků ukázala nesignifikantní rozdíl v procentu 
novotvořené kosti mezi skupinou  s prázdným defektem (Skupina 1) (33,84 ± 1,84 %) a 
skupinou léčenou samotným hydroxyapatitem  (40,34 ± 3,85 %). Signifikantně vyšší 
(p<0,01) novotvorbu kosti jsme zaznamenali ve skupině hydroxyapatitu s 5 miliony 
hBMSCs  (65,60 ± 4,89 %) v porovnání  se skupinou léčenou hydroxyapatitem s 0,5 
milionem hBMSCs (38,91 ± 5,76 %), ve srovnání s matrix (p<0,05) a prázdným defektem 
(p<0,01). Množství reziduální matrix ve skupině č. 4 léčené hydroxyapatitem s 5 miliony 
hBMSCs se statisticky signifikantně nelišilo. Vysvětlivky: Scaffold -  reziduální kostní 
matrix 
 
b)  Experiment s dorzolaterální fúzí lumbální páteře: 
      Kvantitativní analýza vzorků neukázala singifikantní rozdíl mezi množstvím 
novotvořené kosti (p=0,56) mezi skupinou č. 5 (28,54 ± 6,22 %) a skupinou č. 6 (24,01 ± 
4,36 %). Množství reziduální matrix (p=0,17) se mezi skupinou č. 5 (31,52 ± 6,96 %) a 




















Obrázek 21 – Histomorfometrické vyšetření experimentálních zvířat s dorzolaterální fúzí 
lumbální páteře: kvantitativní analýza vzorků neukázala singifikantní rozdíl mezi 
množstvím novotvořené kosti (p=0,56) mezi skupinou č. 5 (28,54 ± 6,22 %) a skupinou č. 
6 (24,01 ± 4,36 %). Množství reziduální matrix (p=0,17) se mezi skupinou č. 5 (31,52 ± 
6,96 %) a skupinou č. 6 (42,75 ± 4,24) signifikantně nelišilo. Vysvětlivky: Scaffold -  
reziduální kostní matrix 
 
Radiografické vyšetření   
 
     Prosté RTG snímky jsme prováděli pouze u experimentu se spinální fúzí, jak bylo 
vysvětleno výše. Standardní RTG vyšetření ve dvou na sebe kolmých projekcích jsme 
prováděli před odstraněním mikrodlah a šroubů pro kontrolu jejich mechanické stability. 
Verifikovali jsme pozici dlahy, uvolnění šroubů a ev. fraktury mikroplate. Nepozorovali 
jsme zlomeninu titanové mikrodlahy ani dislokaci šroubů - obrázek 22. Pouze jeden šroub 















Obrázek 22 – Radiografické vyšetření zvířat s experimentální fůzi 8 týdnů po implantaci:      


















Obrázek 23 – Radiografické vyšetření zvířat s experimentální fůzi 8 týdnů po implantaci:  




a)  Experiment s defektem obratlového těla: 
      Osm týdnů  po operaci jsme pomocí mikroCT ve skupině s prázdným defektem 
pozorovali nekompletní regeneraci defektu obratlového těla. Místo operace bylo zřetelně 
viditelné – obrázek 24A. Ve skupině č. 2 – jsme v defektu vyplněném samotným 
hydroxyapatitem pozorovali difuzní, nekompaktní depozita augmentačního materiálu – 
obrázek 24B. Naproti tomu ve skupině s hydroxyapatitem a 0,5 milionem hBMSCs jsme 
nalezli kompaktní výplň defektu s hypertrofií nad niveau okolní kosti – obrázek 24C. 
Tento nález odpovídá  výsledku histologie, ve které jsme zaznamenali větší novotvorbu 
kosti a výraznější obklopení  augmentačního materiálu novotvořenou kostí. Ve skupině č. 4 
s hydroxyapatitem kombinovaným s 5,0 miliony hBMSCs  jsme našli vyšší úroveň 
resorpce hydroxyapatitové matrix s novotvorbou kosti nad niveau původního defektu – 
obrázek 24D. Tento nález odpovídá histologickým (obrázek 7, 8) a histomorfometrickým 














































Obrázek 24A, B, C, D –  MikroCT vyšetření zvířat v experimentu s defektem obratlového 
těla 8 týdnů po implantaci:  24A  místo operace bylo ve skupině s prázdným defektem 
(skupina č. 1) viditelné a nekompletně zhojené (bílá šipka). 24B Ve skupině č. 2 – jsme v 
defektu vyplněném samotným hydroxyapatitem pozorovali difuzní, nekompaktní depozita 
augmentačního materiálu. 24C Naproti tomu ve skupině s hydroxyapatitem a 0,5 milionem 
hBMSCs jsme nalezli kompaktní výplň defektu s hypertrofií nad niveau okolní kosti. 
Tento nález odpovídá  výsledku histologie, ve které jsme zaznamenali větší novotvorbu 
kosti a výraznější obklopení  augmentačního materiálu novotvořenou kostí. 24D Ve 
skupině č. 4 s hydroxyapatitem kombinovaným s 5,0 miliony hBMSCs  jsme našli vyšší 
úroveň resorpce hydroxyapatitové matrix s novotvorbou kosti nad niveau původního 
defektu 
 
b)  Experiment s dorzolaterální fúzí lumbální páteře: 
      Před vlastním mikroCT jsme jemně odstranili titanový materiál, abychom se 
vyvarovali artefaktům na CT. Místo spinální fúze bylo na axiální projekci dobře patrné – 
obrázek 25. Ve skupině č. 6 (hyroxyapatit s 5 mil. hBMSCs) jsme zjistili vyšší novotvorbu 
kosti. Zbytková matrix dle mikroCT nebyla v kontaktu s kostí.  Tento nález potvrzuje 3D 
mikroCT, kde se osifikace šíří od hranice vlastní kosti – obrázek 26. Tento nález odpovídá 
závěrům histologie, ve které jsme pozorovali vyšší novotvorbu kosti v kontaktu s vlastní 





















Obrázek 25 –  MikroCT vyšetření zvířat v experimentu s dorzolaterální fúzí lumbální 
páteře 8 týdnů po implantaci, axiální projekce: Místo spinální fúze je na axiální projekci 
dobře patrné (bílá šipka). Ve skupině č. 6 (hyroxyapatit s 5 mil. hBMSCs) jsme zjistili 



















Obrázek 26 –  3D mikroCT vyšetření zvířat v experimentu s dorzolaterální fúzí lumbální 
páteře 8 týdnů po implantaci: osifikace šíří od hranice vlastní kosti, zbytková matrix (bílé 






5 Diskuse  
 
      Kostní štěpy, ať už autologní nebo alogenní, se široce používají v klinické 
medicíně. Alografty nelze považovat za zcela bezpečné nejen z hlediska infekčního, ale i 
imunitního, pro možné nastartování imunitní reakce proti štěpu s následnou rejekcí. Podle 
amerického centra pro nemoci a prevenci (Center for Disease Control and Prevention, 
CDC) se za posledních 30 let, kdy jsou DFDBA a FDBA alografty používány, nevyskytl 
žádný případ přenosu infekčního onemocnění. Naproti tomu při použití zmrazené kosti 
(FFB) byl hlášen v USA přenos HIV onemocnění ve 4 případech [Center for Disease 
Control and Prevention - online]. Odhaduje se, že riziko přenosu viru HIV allogenní kostí 
je přibližne 1:1,6 milionu případů [Boyce et  al., 1999]. Přenos hepatitidy B allogenní 
náhradou byl dokumentován v jednom případě a u hepatitidy C ve 4 případech [Tomford 
1995], [Conrad et  al., 1995]. Z těchto důvodů byly zavedeny standardy Americké asociace 
tkáňových bank (American Association of Tissue Banks – AATB), které doporučují 
vyloučení kostních štěpů za určitých okolností, viz tabulka 3. Dle těchto standardů je 
používání štěpů DFDBA a FDBA bezpečné, štěpy FFB mají vyšší riziko přenosu infekce. 
Z chirurgického hlediska je práce s alogenní kostí obdobná jako s autologní, odpadává 
morbidita vyplývající z dalšího místa odběru štěpu jako v případě autologní kosti. 
V současné době se těžiště výzkumu přesunulo k syntetickým náhradám, které by 
zastoupily klinické využití autologní a alogenní kosti. Jak vyplývá z výše uvedeného 
alografty nejsou zcela bezpečné, i když je jejich infekční potenciál při dodržení standardů 
nízký.    
      Autologní kostní štěp je zlatým standardem ortopedie, traumatologie, 
spondylochirurgie apod. Jeho nevýhodou je nutnost druhého operační místa. Komplikace 
související s odběrovým místem dobře popsal autorský kolektiv Younger et  Chapman 
(1989). Publikace analyzuje 239 ortopedických pacientů s 243 autologními kostními štěpy. 
Mezi závažné komplikace patřila infekce rány (2,5 %), rozsáhlé hematomy (3,3 %), 
reoperace (3,8 %), bolestivost rány trvající déle než 6 měsíců (2,5 %) a ztráta citlivosti (1,2 
%). Mezi malé komplikace (20,6 %) autoři řadí střední nebo mírnou bolest, dočasnou 
ztrátu citlivosti a povrchovou infekci rány  [Younger et Chapman 1989]. Banwart et  al., 
(1995) posuzovali morbiditu spojenou s odběrovým místem u štěpů z lopaty kosti kyčelní. 
Celkem analyzovali 261 pacientů. Komplikace rozdělili na závažné a nezávažné. Z 
časných závažných komplikací nepozorovali žádnou zlomeninu pánve, hlubokou infekci, 
poranění n. ischiadicus nebo a. glutea sup. Nezjistili ani žádnou závažnou pozdní 
komplikaci jako např. pánevní nestabilitu nebo frakturu. Nezávažné komplikace se 
vyskytly u 39 % pacientů [Banwart et  al., 1995]. Jak je vidět z příkladu citovaných studií, 
hraje morbidita odběrového místa velkou roli a uvedené argumenty vedou ke hledání 
náhradních materiálů za autologní kost. Další nevýhodou autologního kostního štěpu je 
resorpce transplantované kosti. Alérico et  al., (2014) testovali míru resorpce volných 
kostních bločků z ramus mandibulae k augmentaci kosti horní čelisti. Použili radiografické 
metody (CBCT) 10 a 180 dní po augmentaci. Testovali 22 pacientů s 36 augmentáty. 
Zjistili pouze 18% resorpci kostních štěpů po 180. dni od augmentace [Alérico et  al., 
2014]. Sbordone et  al., (2012) sledovali pomocí počítačové tomografie dlouhodobou 
resorpci kostních štěpů z lopaty kosti kyčelní k augmentaci čelistních kostí. Po šesti letech 
došlo u augmentátů mandibuly k resorpci o 87 % a na maxile dokonce k resorpci o 105 %, 
tj. došlo k úbytku i vlastní kosti horní čelisti [Sbordone et  al., (2012]. Práce Sbordone et  
al., (2012) je validnější vzhledem k dlouhodobému sledování a není v rozporu s prací 
Alérico et  al., (2014). Z popsaného je zřejmé, že hledání náhrad autologních nebo 
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alogenních kostních štěpů arteficielním materiálem je potřebné. Při hledání vhodné matrix 
pro náš experiment jsme vycházeli z literatury.  
      Z hlediska osteogeneze je možné použít velké množství materiálů. Sumanasinghe et 
al (2006) a (2009)  ukázali, že použití kolagenu jako trojrozměrné matrice pro lidské 
mezenchymální kmenové buňky (hMSCs) s cyklickým zatížením pokusného modelu vede 
bez použití růstových faktorů k osteogenezi [Sumanasinghe et  al., 2006], [Sumanasinghe 
et  al., 2009].  
      Želatiny se nejčastěji používá ve tkáňovém inženýrství ve formě kompozitních 
materiálů. Ideálním kompozitním materiálem je takový, který potlačuje nevýhodné 
vlastnosti jednotlivých komponent a zachovává výhodné, např. použitím želatiny a 
hydroxyapatitu jako zdroje anorganické matrix pro regeneraci kosti [Chang et  al., 2003]. 
Ueki et al. (2003) použili kopolymeru kyseliny polymléčné a polyglykolové  (PLGA - 
polylactic-co-glycolic acid) s želatinou s rekombinantním rhBMP-2 k léčbě kondylárních 
defektů králíků. Zvířata rozdělili na 3 skupiny. V kontrolní skupině, kde byla provedena 
kondylektomie dolní čelisti, nebyl pozorován žádný nárůst kosti. Ve  skupinách s 
izolovanou matrix a matrix s rhBMP-2 byl pozorován nárůst kosti, ale obě skupiny se 
statisticky nelišily [Ueki et  al., 2003]. Yao et  al., (2004) použili mechanicky odlolnější 
zesíťované želatiny spolu s TCP u králíků. Pozorovali vyšší nárůst kosti ve skupině s 
želatinou a β-TCP [Yao et  al., 2005]. Côté et al (2003) použili úspěšně směsi kolagenu a 
želatiny k vytvoření matrice k postupnému uvolňování FGF-2. [Côté et  al., 2004]. 
Želatiny se používá zejména jako kompozitu a také jako media s postupným uvolňování 
růstových faktorů. Samostatné použití želatiny v kostním tkáňovém inženýrství jsme v 
relevantní literatuře nenalezli. 
      Caletas et  al., (2006) ukázali, že lidské mezenchymální kmenové buňky (hMSCs) 
podléhají osteogenní diferenciaci ve fibrinovém gelu. Diferenciace závisí na poměru 
fibrinogenu a trombinu. Pokud se hMSCs kultivovaly v mediu s vyšší koncentrací 
fibrinogenu, nediferencovaly se plně do osteoblastů [Caletas et  al., 2006]. Fibrin je vhodné 
vehikulum k dodávce růstových faktorů do kultivačního media. Je vhodný i jako vlastní 
kultivační medium při diferenciaci kosti. Není ale dominantní látkou využívanou ve 
tkáňovém kostním inženýrství.  
     Meinel  al., (2006) sledovali  osteogenezi  u myší s použitím mechanicky odolného 
a pomalu degradabilního materiálu z fibroinu s použítím mezenchymálních kmenových 
buněk. Ve skupině s fibroinem s osteogenně diferencovanými MSCs, byl in vitro 
pozorován signifikantně větší nárůst novotvořené kosti než u kontrolní skupiny [Meinel  
al., 2006]. Wang et al. (2010) porovnávali hojení kostního defektu u králíka s použítím 
fibroinového a hydroxyapatitového kompozitu a stromálních kmenových buněk z kostní 
dřeně (BMSCs). Ve skupině fibroin/hydroxyapatit s BMSCs byl výrazný nárůst kostní 
hmoty po 12 týdnech od implantace ve srovnání s kontrolní skupinou [Wang et  al., 2010].   
     Grigolo et  al., (2009) použili mezenchymálních kmenových buněk v kombinaci s 
hyaluronátem na králičím modelu k experimetální léčbě osteoarthritis. V pokusu byly 
vytvořeny osteochondrální defekty v kolenním kloubu králíků. Po 6 měsících byly vzorky 
vyšetřeny histologicky a imunohistochemicky: defekty léčené kombinací hyaluronát 
s mezenchymálními kmenovými buňkami (MSCs) vykazovaly vyšší kvalitu regenerace 
[Grigolo et  al., 2009]. Chazono et  al., (2004) srovnávali efektivitu beta-TCP a 
hyaluronátu s beta-TCP na úrovni osteokonduktivity a biodegradability. Materiál byl 
implantován do defektu v kondylech femuru u králíka. Obě skupiny testovaných materiálů 
stimulovaly osteogenezi podobně. Resorpce byla rychlejší u skupiny s beta-trikacium 
fosfátem kombinovaným s hyaluronátem. Naproti tomu beta-trikacium fosfát 
kombinovaný s hyaluronátem měl stejné osteokonduktivní vlastnosti jako beta-trikacium 
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fosfát. Materiál je studií hodnocen přesto pozitivně, protože kombinace beta trikaci fosfátu 
s hyaluronátem je injikovatelná a může být využitelná jako kostní výplň v klinické 
medicíně [Chazono et  al., 2004]. 
      Chestnutt et  al., (2009) porovnávali chitosan a nano-hydroxyapatit s izolovaným 
nano-hydroxyapatitem. Vzorky byly testovány 1., 4., 7., 14. a 21. den po implantaci. 
Buněčnost, produkce kolagenu typu I a alkalické fosfatasy vykazovaly u obou skupin 
stejné výsledky. Osteokalcin jako marker osteoblastické diferenciace vykazoval časnější 
nárůst a byl 3× vyšší u skupiny chitosanu s hydroxyapatitem [Chestnutt et  al., 2009]. 
      Na základě výše uvedeného jsme došli k závěru, že kolagen, želatina, fibrin, 
fibroin, hyaluronát i chitosan jsou materiály, ve kterých lze osteogenně diferencovat 
kmenové buňky a že lze dosáhnout novotvorby kosti, ale, jak je vidět z výše uvedeného, 
autoři si často pomáhali obohacením těchto poměrně mechanicky neodolných materiálů o 
hydroxyapatit nebo beta-trikalcium fosfát [Ueki et  al., 2003], [Wang et  al., 2010], 
[Chazono et  al., 2004], [Chestnutt et  al., 2009]. Výše popsané materiály se hodí spíše jako 
vehikulum pro růstové faktory. V kostním tkáňovém inženýrství se používají nejčastěji 
obohacené o osteogenní materiály, jako jsou hydroxyapatit a beta-TCP.   
      Filion et al. (2011) syntetizovali kompozitní materiál z 
polyhydroxyethylmetakrylátu (pHEMA) a 50 hmotnostních procent nanokrystalického 
hydroxyapatitu. Tento materiál testovali s heterodimery rhBMP-2/7. Po 12 týdnech 
pozorovali remodelaci kompozitního materiálu a zhojení defektu femuru u potkana. 
Materiál podle autorů vykazoval osteoindukční a osteokonduktivní chování a takto získaný 
kompozit byl resorbovatelný [Filion et  al., 2011]. Mabilleau et  al., (2008) použili 
kopolymeru pHEMA s 2-vinylpyrrolidone- p(HEMA-co-VP) jako vehikula 
fibroblastového růstového faktoru 2 (FGF-2) na králičím modelu. Tento kopolymer se 
osvědčil, ale výsledky byly diskutabilní. Ve skupině p(HEMA-co-VP) s FGF-2 byl po 2 
měsících nárůst kosti signifikantně vyšší než v kontrolní skupině, ale po 3 měsících se 
množství novotvořené kosti vyrovnalo [Mabilleau et al.2008]. Polyhydroxyethylmetakrylát 
(pHEMA) je špatně resorbovatelný. Proto se ho obvykle v kostním tkáňovém inženýrství 
používá jako kopolymeru. Jak je vidět z práce [Mabilleau et al.2008], není to materiál 
s jasně přesvědčivými výsledky.  
      Yukna et  al., (2009) uvádějí, že Bioplant™ HTR polymer se při imediátní 
implantaci neresorbuje a zachovává tloušťku alveolární kosti s dobrým estetickým 
výsledkem [Yukna et  al., 2009]. Froum et  al., (2000) docházejí k názoru, že Bioplant™ 
HTR polymer je vhodným aloplastickým materiálem, který zachovává výšku a šířku 
alveolární kosti. Histopatologicky byla efektivita tohoto aloplastu verifikována od 8 
měsíců od augmentace až do 11 let. Partikule augmentačního materiálu byly obklopeny 
novotvořenou alveolární kostí. Okolo mikrosfér aloplastu nebyly pozorovány známky 
zánětu [Froum et  al., 2000]. Využití bioplastu HTR s kmenovými buňkami nebylo v 
relevantní literatuře nalezeno. Přesvědčivé výsledky tohoto materiálu existují jen 
v indikacích čelistně-chirurgických. Zprávy o jeho použití např. ve spondylochirurgii nebo 
traumatologii jsem nenalezl. To byl také důvod, proč jsme tento materiál nezvolili jako 
experimentální.  
     Sagomonyants et  al., (2007) testovali různé typy polyetheretherketonů např. PEEK 
zesílený uhlíkovými vlákny aj. Toto in vitro testování ukázalo různé kvality tohoto 
materiálu vzhledem ke stimulaci osteogeneze. Obecně autoři konstatují, že in vitro má 
PEEK stejný osteogenní potenciál jako titan [Sagomonyants et  al., 2008], jeho schopnosti 
osseointegrace jsou široce známy, a je jich proto využíváno.  Toth et  al., (2005) testovali 
materiál in vivo na ovcích. Z tohoto materiálu vytvořili trojrozměrnou schránku, kterou 
vyplnili autologní kostí zvířat nebo rekombinantním lidským kostním morfogením 
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proteinem (rhBMP-2) na kolagenní matrix, a implantovali ji místo intervertebrálního disku. 
Po 6 měsících takto fúzovaný segment testovali radiologicky, mechanicky a histologicky. 
V žádné skupině nepozorovali degradaci materiálu ani zvýšený otěr. Materiál autoři 
považují za použitelný v humánní medicíně ke spinální fúzi [Toth et  al., 2005]. Z 
literatury vyplývá, že biomateriály založené na PEEK nebo PEEK kompozity (nejčastěji s 
hydroxyapatitem nebo trikalciumfosfátem) jsou přijímány jako materiály volby zejména ve 
spinální chirurgii, navíc jako přirozeně RTG kontrastní alternativa metalických 
biomateriálů. Cook et  al., (1995) použili PEEKu potaženého titanem jako dentálních 
implantátů. Testovali implantáty na psech. Autoři zkoumali histologicky apozici kosti na 
implantátech, testovali mechanickou pevnost vazby mezi implantátem a kostí. PEEK s 
naneseným titanem vykazoval histologicky větší apozici kosti než PEEK implantáty 
samotné. Mechanická pevnost se mezi skupinou vlastního PEEK a kompozitu PEEK/Ti 
nelišila. Autoři ukazují, že polyethereterketony jsou možnou alternativou i v použití 
dentálních implantátů [Cook et Rust-Dawicki 1995]. V literatuře je velké množství prací, 
ve kterých autoři testují kompozitní materiál PEEK/HA (hydroxyapatit) nebo PEEK/b-
TCP (b-tricalcium fosfát) [Kurtz et Devine 2007]. Nejslabším místem těchto kompozitních 
materiálů bývá omezená mechanická pevnost vazby mezi vlastním PEEK a HA, respektive 
b-TCP [Fan et  al., 2004]. Používání hydroxyapatitu (HA) a beta-trikalciumfosfátu (b-TCP) 
v kompozitním materiálu s PEEK je kompromisem mezi mechanickými vlastnostmi PEEK 
a zlepšením jeho bioaktivity. Se zvětšujícím se množstvím poměrného zastoupení HA/b-
TCP klesá i mechanická pevnost [Kurtz et Devine 2007]. PEEK, jak zjistil [Toth et  al., 
2005] nepodléha otěru, lze jej použít i jako dentálních implantátů [Cook et Rust-Dawicki 
1995]. Naším cílem bylo použít materiál, který by se biologicky a funkčně vyrovnal kosti, 
z tohoto důvodu jsme PEEK nepoužili.  
          Teng et al.(2002) použil kopolymer kyseliny polymléčné a polyglykolové  (angl. 
PLGA - polylactic-co-glycolic acid) v poměru 50:50 PGA a PLA s neurálními kmenovými 
buňkami (angl. neural stem cells – NSC) u dospělých potkanů do místa poranění míchy s 
dobrým efektem [Teng et  al., 2002].  Jenner et  al., (2007)  použili rekombinantního 
lidského transformujícího růstového faktoru beta (rhTGF-β) a růstového diferenciačního 
faktoru 5 (growth differentiation factor-5 - GDF-5) s mezenchymálními kmenovými 
buňkami z kostní dřeně (BMSCs) kultivované v 3D matrix z PLGA. Nebyla nalezena 
žádná diferenciace směrem ke osteoblastům nebo chondrocytům, ale byla zjištěna různá 
buněčnost v závislosti na použitém růstovém faktoru. Bylo ověřeno, že PLGA je dobrou 
modelovou matricí [Jenner et  al., 2007]. Bible et  al., (2008) využil PLGA opět jako 3D 
kostry s NSC do léze po CMP [Bible et al., 2008]. Kopolymer PLGA může být dále 
upravován a obohacován o biomateriály z jiných skupin. Douglas et  al., (2009) testovali 
směs biodegradabilních polymerů, tj. kopolymerů kyseliny mléčné a polyglykolové, s 
hydroxyapatitovou keramikou. Tento materiál představuje 3D prostorovou síť tvořenou 
PLGA s adsorbovaným hydroxyapatitiem (HA). Materiál se vyznačuje dobrou 
biokompatibilitou a podporuje růst osteoblastů [Douglas et  al., 2009]. Vyznačuje se i 
zachováním doby degradace jako u PLGA a zlepšením adheze osteoblastů. Materiálu se 
používá v tkáňovém inženýrství s kmenovými buňkami. Li et  al., (2009) studovali vztah 
PLGA/HA v kombinaci s mezenchymálními kmenovými buňkami a zjistili, že ve skupině, 
kde byl PLGA/HA kombinován s mezenchymálními kmenovými buňkami (MSCs), byla 
signifikantně vyšší regenerace defektů chrupavky u potkanů než u PLGA/HA bez MSCs. 
V kontrolní skupině byla regenerace chrupavky ještě nižší než ve skupině  s kopolymerem 
PLGA s hydroxyapatitem bez mezenchymálních kmenových buněk. Ukazuje to na 
důležitost PLGA/HA jako 3D sítě pro mezenchymální kmenové buňky, ale i na vlastní 
důležitost kmenových buněk [Li et  al., 2009]. U PLGA se dostáváme k materiálům 
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s vynikající resorbovatelností, ale malou mechanickou pevností. Stejně jako u materiálů 
typu kolagenu, želatiny, hyalganu apod. zde vidíme tendenci nahrazovat tento nedostatek 
PLGA směsí např. s hydroxyapatitem [Li et  al., 2009], [Douglas et  al., 2009]. PLGA není 
ideálním anorganickým substrátem pro osteogenezu a je nutné jej používat ve směsích, 
např. s hydroxyapatitem.  
      Polykapronolakton (Poly-ε-kaprolakton - PCL) nemá osteokonduktivní ani 
osteoindukční vlastnosti, což snižuje možnosti jeho použití v tkáňovém inženýrství. 
Navázání růstových faktorů, např. BMP, do kostry tohoto materiálu tyto vlastnosti zlepšuje 
[Zhang et  al., 2010]. Dalším příkladem výroby kopolymerů je kopolymer kyseliny 
polymléčně a PCL. Kang et  al., (2012)  použili membrány z β-TCP a PLGC – kopolymeru 
kyseliny polymléčné a kapronolaktonu - spolu s kmenovými buňkami z různých zdrojů: z 
pupečníku (UCBMCs – umbilical cord blood-MSCs), z Whartonova pupečníkového rosolu 
(WJMSCs  - Wharton's jelly MSCs),  MSC z tukové tkáně (ATMSCs – adipose tissue 
MSCs) a kmenových buněk z kostní dřeně BMSCs. Vytvořili defekt radia na psech a 
testovali schopnost osteogeneze MSCs z různých tkání. Defekt vyplnili beta-trikalcium 
fosfátem (β-TCP) vždy s jedním typem kmenových buněk a samotným  β-TCP jako 
kontrolou. Vyplněné defekty překryli membránou z kopolymeru kyseliny polymléčné a 
polyglykolové s β-TCP (β-TCP + PLGC). Testovali osteogenní potenciál různých 
kmenových buněk in vitro a  in vivo. Zjistili, že AT-MSCs měly nejvyšší proliferační 
potenciál a BMSCs produkovaly nejvíce vaskulárního endoteliálního růstového faktoru 
(VEGF). Nejvyšší osteogenní diferenciaci měly AT-MSCs a UCB-MSCs [Kang et  al., 
2012].  
Tento materiál nemá osteokonduktivní ani osteoindukční vlastnosti, proto jsme jej 
nepovažovali za materiál ideální pro matrix v kostním tkáňovém inženárství.  
         Henslee et  al., (2011) testovali pevný polypropylen fumarát (PPF), který formovali 
do hřebu k fixaci femuru na potkaním modelu. Pevný PPF pokryli porozním PPF s 
adsorbovanými mikrokuličkami PLGA s BMP-2. Pevnost kosti po 12 týdnech testovali 
mechanicky, pomocí RTG, mikroCT a histologicky. Po 12 týnech pozorovali u všech 
skupin lepší mechanické vlastnosti novotvořené kosti než u skupiny kontrolní. Při použití 
solidního PPF pozorovali sníženou tvorbu kosti. Ve srovnání skupin s porózním PPF a 
BMP nepozorovali větší nárůst kosti [Henslee et  al., 2011]. Kempen et  al., (2009) 
implantovali u koz subkutánně PPF s mikrosférami PLGA s BMP-2 a mezenchymálními 
kmenovými buňkami z kostní dřeně (BMSCs).  Zjistili, že in vitro uvolňování BMP-2 z 
PPF s mikrosférami PLGA je pozvolnější a nemá tak prudký nástup. In vivo zjistili, že 
vyšší osteogenní potenciál měl polypropylen fumarát s mikrosférami PLGA a BMP. 
Přítomnost BMSCs neměla na osteogenezi signifikantní vliv [Kempen et  al., 2009]. Shin 
et  al., (2011) použili mikrostereolithografiie a vytvořili polymer polypropylen fumarátu a 
diethylfumarátu PPF/DEF. Tento polymer má vynikající mechanické vlastnosti, ale je 
hydrofobní. Aby tuto nevýhodu změnili použili tři peptidové modifikace povrchu RGD, 
cykcloRGD a směs RGD-KRSR. Tento přístup využívá tzv. CAM – cell adhesion 
molecules. Jsou to proteiny umístěné na površích buněk a zajišťující vazby mezi buňkami 
navzájem a mezi buňkami a extracelulární matrix. Jsou nepostradatelné ve fázi 
embryonálního vývoje pro soudržnost buněk a tkání [Ganong et  al., 1995]. Jednou ze 
skupin adhezivních molekul jsou integriny, které hrají roli v adhezi, buněčné signalizaci, 
tvaru buněk, mobilitě a v regulaci buněčného cyklu.  Ubikvitérním  receptorem  buněčných 
integrinů je oligopeptid ve složení arginin-glycin-kyselina asparagová (RGD). Podobně 
existují další sekvence aminokyselin, které zprostředkovávají vazbu na adhezivní molekuly 
specifických buněk. Např. lysin-arginin-serin-arginin  (KRSR) s vazbou na osteoblasty 
[Nelson 2006]. Shin et  al., (2011) zjistili, že směs ligandů RGD-KRSR umožňovala 
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adhezi buněk na matrix a kompenzovala tak hydrofobní povrch matrix [Shin et  al., 2011]. 
Při použití solidního PPF pozorovali sníženou tvorbu kosti, porozní PPF nevedl k vyšší 
osteogenezi [Henslee et  al., 2011]. Polymer polypropylen fumarátu a diethylfumarátu je 
hydrofobní [Shin et  al., 2011], což dále snižuje jeho možnost být ideálním osteogenním 
materiálem. 
      V kostním inženýrství se používají polyhydroaxyalkanoátové kompozitní materiály 
s hydroxyapatitem a trikalcium fosfátem. Alves et  al., (2011) použili kompozitů ze 70 % 
polyhydroxybutyrátu (PHB) a 30 % hydroxyapatitu. Kompozitní materiál implantovali 
ektopicky subkutánně a ortotopicky do stehenní kosti koček. V intervalu 15–90 dní  
testovali tyto implantáty. Zjistili, že v obou případech provokoval tento materiál 
granulomatozní zánětlivou reakci [Alves et  al., 2011]. Mnoho dalších autorů testovalo 
polyhydroxyalkanoáty s pozitivním efektem. Ni et  al., (2002) prokázali, že hydroxyapatit 
(HAP) s PHB  měl bioaktivní vlastnosti a že míru bioaktivitiy a mechanických vlastností 
lze ovlivnit poměrem mezi jednotlivými složkami v kompozitu [Alves et  al., 2011].  
Kompozity z PHB/HA a PHBV/HA měly mechanické vlastnosti v tlaku prakticky stejné 
jako lidská kost. Toto zjištění ukazuje, že tato skupina látek je vhodná pro kostní tkáňové 
inženýrství, protože jsou tyto preparáty odbouratelné, bioaktivní, některé mají kosti 
odpovídající mechanické vlastnosti a můžeme je kombinovat s jinými polymery nebo 
organickými látkami [Qiang Chen et Wu 2005]. Ni et Wang  (2004) inokulovali in vitro 
buňky králičí kostní dřeně s matrix z PLA, poly,3-hydroxybutyrátu (PHB) a poly(3-
hydroxybutyrátu ko-3-hydroxyhexanoátu (PHBHHx). Testovali  biokompatibilitu a 
chování buněk. Nejlepší výsledky, vazbu a proliferaci pozorovali ve skupině s PHBHHx. 
Fenotyp buněk odpovídal osteoblastům. Růst buněk byl vyšší ve skupině s PHBHHx o 40 
% než u PHB a o 60 % vyšší než u PLA [Ni et Wang 2004]. Použití polyhydroxyalkanoátu 
in vivo je nutné dále testovat, protože většina výsledků je pouze in vitro. Někteří autoři 
naznačují, že materiál se může chovat prozánětlivě [Alves et  al., 2011].  
      Nuttelman et al., (2004) použili polyethylenglykolové 3D matrice s lidskými 
mezenchymálními kmenovými buňkami (hMSCs) v osteogenním kultivačním mediu in 
vitro. Po 1 týdnu byla potvrzena exprese osteonektinu a alkalické fosfatasy, což jsou látky 
charakteristické pro osteogenní diferenciaci. Tato práce sice potvrdila PEG jako možnou 
matrix v kostním tkáňovém inženýrství [Nuttelman et  al., 2004], ale jedná se pouze o 
experiment in vitro. Benoit et Anseth (2005) použili PEG modifikovaný heparinem spolu s 
hMSCs. Heparin v této studii spolu s polyethylenglykolem stimuloval adhezi, proliferaci a 
osteogenezi [Benoit et Anseth 2005]. Materiál se široce v kostním tkáňovém inženýrství 
nepoužívá.  
      V kostním tkáňovém inženýrství se někdy používají syntetické polypeptidy např.  
polymery RADA 16-I (RADA - arginin-alanin-kyselina asparagová-alanin) nebo RADA 
16-II (RARADADA - arginin-alanin-arginin-alanin-kyselina asparagová-alanin- kyselina 
asparagová-alanin). Gareta et  al., (2006) použili myších embryonálních  kmenových 
buněk (mESC) v kultuře polypetidů RADA 16-I [Gareta et  al., 2006]. Byly úspěšně 
ověřeny i kombinace jiných materiálů např. hydroxyapatitu a peptidové sítě RADA 16-I 
[Garreta et  al., 2007]. Peptidy tvoří významnou a perspektivní skupinu syntetické 
extracelulární matrix v kostním tkáňovém inženýrství. Jedná se ale o molekuly zlepšující 
adhezi buněk na anorganickou matrix, nelze je použít samostatně.  
      Zajímavou práci s čistým nanostrukturálním hydroxyapatitem publikovali 
Pezzatinim et al. (2007). Použili fibrinového gelu se stopovým množstvím hydroxyapatitu 
2–10 μg/ml. Ve skupině s HAP zjistili signifikantně vyšší tvorbu fibroblastového 
růstového faktoru 2 (FGF-2), zvýšenou citlivost buněk na vaskulární endoteliální faktor 
(VEGF) a pozorovali zvýšenou tvorbu kapilár [Pezzatini et  al., 2007]. Lee  et  al., (2008) 
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Použili in vitro čtyř různých koncentrací hydroxyapatitu v kopolymeru s PPF. Testovali 
jejich vlastnosti. Přidaný hydroxyapatit zlepšil hydrofilní vlastnosti PPF (Polypropylen 
fumarát), měl vyšší absorpci sérových proteinů kultury, což vedlo k lepší vazbě, proliferaci 
a rozšíření preosteoblastů v materiálu [Lee et  al., 2008].  
Na základě výše uvedené recenze literatury jsme v našem experimentu zvažovali použití 
hydroxyapatitového keramického kompozitu. Vycházeli jsme z práce Roldána et al., 
(2010), kde autoři použili hydroxyapatitového keramického kompozitu s poměry  
hydroxyapatitu/β-TCP  60/40 s mezenchymálními kmenovými buňkami (MSCs) a testovali 
účinnost BMP-7, VEGF samostatně i dohromady a v kombinacích s MSCs. Na myším 
modelu implantovali tento materiál subkutánně, mimo kost, tj. ektopicky. V žádné skupině 
nepozorovali vyšší osteogenezi ani v elektronovém mikroskopu, ani histologicky [Roldán 
et  al., 2010]. Na vlastní výsledek ostegeneze měla zřejmě vliv i ektopická, subkutánní 
implantace materiálu.  
      Čistý hydroxyapatit, který jsme použili v našem experimentu, jsme z výše 
popsaných důvodů považovali za nejvhodnějí matrix.  
     Další otázkou v našem experimentu bylo použití růstových faktorů. Některé z nich 
jsou již schválené pro klinické použití. V současné době je k dispozici komerční preparát 
Infuse© (Medtronic, Inc. USA), což je rekombinantní kostní morfogenní protein 2 (angl. 
recombinant human bone morphogenní protein 2 - rhBMP-2) s kolagenním nosičem. 
Preparát je určený pro augmentaci čelistních defektů v maxilofaciální chirurgii. Americká 
agentura kontroly potravin a léků (angl. U.S. Food and Drug Administration - FDA) 
povolila jeho užívání v humánní medicíně. Dalším preparátem je GEM21S© (BioMimetic 
Pharmaceuticals, Inc., USA), rekombinantní destičkový růstový faktor (rhPDGF-BB) na 
beta-trikalcium fosfátové matrix. Preparát je schválen FDA a je indikován pro regeneraci 
kostních defektů  parodontologii. Přestože v USA jsou tyto růstové faktory povolené 
k užívání, jedná a o indikace stomatologické nebo čelistně-chirurgické. Využití 
v traumatologii, ortopedii a spondylochirurgii je otázkou k dalšímu výzkumu. Z těchto 
důvodů jsme se rozhodli použít co nejjednodušší model, který nezahrnoval testování 
růstových faktorů.  
      V první části naší práce jsme hodnotili vliv kmenových buněk při použití 
hydroxyapatitové matrix (Cem-Ostetic®) na kostní regeneraci defektu obratlového těla u 
potkana. Nejlepších výsledků v novotvorbě kosti jsme dosáhli při použití lidských 
kmenových buněk z kostní dřeně ve vyšší koncentraci. Ve srovnání s koncentrací hBMSCs 
0,5 milionu měla skupina s koncentrací 5 milionů signifikantně vyšší nárůst kosti s lepší 
inkorporací reziduální matrix a menším množstvím zbytkového hydroxyapatitu. V této 
části experimentu  jsme ukázali, že kombinace hydroxyapatitové matrix a kmenových 
buněk vede k lepší novotvorbě kosti. Důležitým poznatkem experimentu je kvantita, 
respektive iniciální bolus kmenových buněk, kdy 0,5 milionu hBMSCs se ukázala jako 
nedostatečná. Předchozí studie ukázaly, že defekt obratle je dobrým modelem ke studiu 
novotvorby kosti a testování kvalit různých biomateriálů [Fujishiro et al., 2007], 
[Kobayashi et  al., 2009]. Liang et  al., (2010) použili také defekt obratlového těla, ale na 
rozdíl od naší studie použili jako matrix kombinaci PLGA a BMP. Autoři se domnívají, že 
tento model je vhodný zejména ke simulaci defektu obratlového těla po odstranění 
nádorové tkáně [Liang et  al., 2010].  
      Domníváme se, že mezenchymální kmenové buňky jsou dobrým nástrojem ke 
zlepšení hojení kostních defektů v ortopedii, traumatologii, spondylochirurgii a 
maxilofaciální chirurgii. Před vlastním klinických použitím je nutné ověřit bezpečnost, 
jednoduchost a funkčnost kmenových buněk. V našem experimentu jsme použili 
jednoduché přípravy vlastní matrix spolu s kmenovými buňkami. Současně jsme tyto 
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připravovali v rámci „Správné výrobní praxe“ a metodikou odsouhlasenou SÚKL. Fenotyp 
kmenových buněk a jejich charakteristika je výsledkem dodržení standardů Mezinárodní 
společností pro buněčnou terapii (International Society for Cellular Therapy - ISCT) 
[Dominici et  al., 2006]. Pro klinické použití musí být metodika přípravy matrix a 
kmenových buněk jedoduchá. Z tohoto důvodu jsme se chtěli vyvarovat prodloužené 
kultivace, diferenciace a expanze buněk před vlastní implantací. Místo toho jsme buňky 
použili ihned po rozmrazení a vypláchnutí zmrazovacího media.   
      V literatuře je možné nalézt různé protokoly přípravy MSCs [Nakajima et  al., 
2007], [Choi et  al., 2011]. Ke klinickému použití se většinou tyto protokoly nehodí, 
protože v nemocničním prostředí musí být použití rychlé a jednoduché. Naše výsledky 
ukazují, že pro úspěch rekonstrukce defektu obratlového těla bylo zásadní použití vyšší 
hustoty kmenových buněk. Choi et  al., (2011)  pracovali na defektu stehenní kosti s 
použitím fibronektinem povlakovaného mixu HA/TCP. Matrix kombinovali s kmenovými 
buňkami. Použili nejprve 0,75 milionu ASCs, ale nedosáhli signifikantně lepší novotvorby 
kosti oproti kontrole. Poté zvýšili hustotu buněk na 7,5 milionu a pozorovali  výrazně vyšší 
nárůst kosti. Poté opět zvýšili množství ASCs na 75 milionů, ale došlo jen k malému, 
nesignifikantnímu nárůstu novotvorby kosti [Choi et  al., 2011].      
                   Obdobný výsledek předložili  Minamide et  al., (2005), kteří implantovali jeden milion a 
100 milionů BMSCs do oblasti dorzolaterální fúze a zjistili signifikantně vyšší novotvorbu 
kosti ve skupině se 100 miliony kmenových buněk [Minamide et  al., 2005]. Došli jsme ke 
stejnému závěru jako výše zmíněná skupina: novotvorba kosti je závislá na denzitě 
kmenových buněk v matrix. Ideální hustota se pohybuje zřejmě kolem 5,0-7,5 milionů 
buněk/ml. V našem experimentu obratlového defektu jsme nepozorovali signifikantně 
výšší resorpci zbytkové matrix ve skupině s nejvyšším nárůstem novotvorby kosti, tj. 
skupině č. 4.  
                     Zerbo et  al., (2005) pozorovali, že degradace hydroxyapatitu se děje spíše 
chemickým rozpouštěním, než aktivitou osteoklastů [Zerbo et  al., 2005]. Tento závěr je v 
souladu s naším pozorováním. Nenašli jsme žádné známky osteoklastické resorbce 
hydroxyapatitu, pouze známky osteoklastické přestavby novotvořené kosti. Mechanismus, 
kterým se kmenové buňky podílejí na novotvorbě kosti, není přesně znám [Zerbo et  al., 
2005].  
                     Huang et al., (2011) ukázali, že MSCs kombinované s 
hydroxyapatitem/PLGA/kolagenem I se diferencují v osteoblasty a produkují 
extracelulární matrix v dorzolaterální spinální fúzi [Huang et  al., 2011]. Jiní autoři ukázali, 
že transplantované MSCs přežívají pouze po krátkou dobu a nepřímo podporují migraci 
vlastních buněk organismu, což vede k novotvorbě kosti [Boukhechba  et  al., 2011].   
                     V našem experimentu obratlového defektu jsme ve skupině prázdného defektu 
(skupina 1) pozorovali reaktivní osteoplazii s okrsky kartilaginózní metaplazie. Ve skupině 
s hydroxyapatitem samotným (skupina 2) jsme viděli na povrchu augmentačního materiálu 
izolované ostrůvky novotvořené kosti a osteoidu. Tato novotvorba kosti  může znamenat 
aktivaci tělu vlastních MSCs z kostní dřeně na základě operačního traumatu. Přítomnost 
ostrůvků chrupavky můžeme interpretovat jako eventuální časnou enchondrální osifikaci, 
což by mohlo podporovat myšlenku mobilizace vlastních kmenových buněk. Pokud jsme 
kombinovali matrix s MSCs, chrupavčitou tkáň jsme nepozorovali a ukládání kostního 
materiálu bylo patrné na povrchu augmentačního materiálu. Enchondrální typ osifikace 
nastává při nižší tenzi kyslíku [Shapiro et  al., 2008] a je primárním mechanismem 
sekundárního kostního hojení.  
                     Tortelli et  al., použili hydroxyapatitu s MSCs a ukázali na ektopickém modelu u 
myši, že dochází k enchondrální osifikaci a novotvořená kost na tomto základě byla kostí 
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hostitelského organismu [Tortelli et  al., 2010]. Další autoři však ukázali, že použití 
diferencovaných osteoblastů nevede k osifikaci přes formování chrupavky, ale přes 
intramembranózní osifikaci. Tento postup vedl k novotvorbě kosti na myším modelu 
[Baraniak et  al., 2010]. V našem experimentu novotvořená kost pravděpodobně pocházela 
z experimentálního zvířete. Domníváme se tak na základě nálezu jen velmi malého 
množství lidských buněk na konci experimentu. Můžeme jen spekulovat, že po 
transplantaci lidských MSCs tyto produkovaly různé růstové faktory [Baraniak et  al., 
2010] a tím došlo k atrahování kmenových buněk hostitelského organismu a zlepšenému 
hojení. V našem experimentu jsme pozorovali v defektu obratlového těla granulomatozní 
reakci typu cizích těles na rozhraní augmentančího materiálu u skupiny se samotným 
hydroxyapatitem.  
    V kontrastu s tímto poznatkem jsme ve skupině s MSCs pozorovali výrazně 
redukovanou zánětlivě granulomatozní reakci. Toto zjištění vysvětluje imunomodulační 
efekt MSCs [Nauta et Fibbe 2007], který může signifikantně vést k zlepšení kostního 
hojení [Hoogduijn et  al., 2010]. V naší studii jsme používali cyklosporin A k 
imunosupresi hostitelského organismu. Někteří autoři pozorovali potencování 
imunosupresního efektu cyklosporinu A a kmenových buněk [Le Blanc et  al., 2004], 
[Maccario et  al., 2005]. Vyšší novotvorbu kosti ve skupině s MSCs nemůžeme vysvětlit 
imunosupresí, ale spíše přítomností MSCs, protože ve skupině se samotným 
hydroxyapatitem jsme cyklosporinu A použili také a nedošlo k signifikantnímu nárůstu 
kosti. Movsowitz et  al., (1988) popsali efekt cyklosporinu na kostní remodelaci. Zjistili, že 
může docházet ke ztrátě kostní hmoty in vivo Movsowitz et  al., 1988. McCauley et  al., 
(1992) potvrdili tyto předpoklady na potkaních osteoblastech in vitro. Autoři popsali 
inhibici proliferace osteoblastů, která vede k poklesu jejich počtu a poklesu hladin 
alkalické fosfatázy McCauley et al., 1992. Když jsme se rozhodovali, jakou imunosupresi 
využijeme, hledali jsme studie, které by testovaly použití MSCs s cyklosporinem: Horwitz 
et al., (1999) léčili 3 pacienty s osteogenesis imperfecta pomocí MSCs. Použili cyklosporin 
jako chemoprofylaxi proti GVHD. Bez ohledu na cestu podání cyklosporinu pozorovali 
růst celkového kostního minerálu mezi 21 - 29 gramy v porovnání s fyziologickými 
hodnotami mezi 0 - 4 gramy u zdravých dětí se stejnou růstovou aktivitou. Tento nárůst byl 
v přímé úměře s nárůstem kosti, růstem výšky a sníženým rizikem zlomenin [Horwitz et  
al., 1999]. V literatuře můžeme nálezt různé přístupy k transplantaci xenogenních buněk s 
použítím imunosuprese. Isomoto et  al., (2007) použili imunosupresi cyklosporinem A 
spolu s mezenchymálními kmenovými buňkami z kostní dřeně. Podle autorů neměl 
cyklosporin A žádný vliv na osteogenezi [Isomoto et  al., 2007]. Tcacencu et  al., (2012) 
implatovali lidské MSCs v hydrogelu do defektu mandibuly u myší imunosuprimovaných 
cyklosporinem A. Zjistili vyšší denzitu kosti alveolu a snížení množství osteoklastů v místě 
poranění, které přisoudili imunomodulačnímu efektu MSCs a jejich interakci s 
hostitelskými makrofágy a monocyty [Tcacencu et  al., 2012]. Z těchto důvodů jsme se 
rozhodli cyklosporin A použít. Na druhé straně Kim et  al., (2008) uveřejnili práci o použití 
xenogenních MSCs s matrix z hydroxyapatitu s beta-trikalcium fosfátem na modelu 
dorzolaterální fúze u králíka. Zjistili, že došlo k vysoké novotvorbě kosti bez 
imunosuprese. Autoři se domnívají, že MSCs mají nízkou imunogenicitu a vysoké přežití 
[Kim et  al., 2008]. Toto tvrzení je v rozporu s naším experimentem, kde jsme zaznamenali 
jen minimum lidských MSCs na konci experimentu.   
    V poslední době se v literatuře studuje role MSCs s jejich protizánětlivými 
vlastnostmi. Podle nejnovějších studií MSCs snižují aktivitu buněk imunitního systému. 
INF-γ v kombinaci s jedním z prozánětlivých cytokinů TNF-α, IL-1α nebo IL-1β mohou 
stimulovat MSCs k produkci vysokých hladin imunosupresivních látek, chemokinů a 
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adhezivních molekul jako CXCR3 a CCR5 ligandy, ICAM-1 (angl. intercellular adhesion 
molecule-1) a VCAM-1 (angl. vascular cell adhesion molecule-1) Ren et  al., 2008], [Ren 
et  al., 2010], [Ma et al., 2014. Schopnost imunosuprese a antiinflamatorní působení 
MSCs může vést k potlačení alogenní rejekce. Mechanismus působení kmenových buněk 
není popsán. Diskutuje se o nižší imunogenicitě MSCs nižší expresí HLA I a absencí 
exprese kostimulačních molekul, vlivem MSCs na maturaci a fungování dendritických 
buněk, omezování proliferace T-lymfocytů a interakce s NK buňkami pomocí rozpustných 
cytokinů Lanza et Atala 2014. Přestože není mechanismus těchto interakcí popsán, MSCs 
se používají v klinické medicíně: Kurtzberg et al., (2014) použili lidské MSCs u 
pediatrických pacientů s akutní formou reakce štěpu proti hostiteli (aGVHD) rezistentní na 
imunosupresíva. Zlepšení stavu po 28 dnech nastalo v 61.3% případů a toto zlepšení bylo 
přímo úměrné přežití pacientů nad 100 dní od infúze MSCs Kurtzberg et  al., 2014. Podle 
amerických vládních zdrojů (U.S. National Institutes of Health 
http://clinicaltrials.gov/show/NCT01510431) probíhá klinický výzkum MSCs u pacientů s 
Crohnovou chorobou rezistentní na běžnou léčbu. Výsledky nejsou k dispozici, ale výše 
popsané ukazuje na imunosupresivní charakter MSCs.  
V souladu s dalšími experimenty jsme i my nezaznamenali tvorbu nádorových 
struktur [Centeno et  al., 2011]. Také jsme nepozorovali deformaci obratle nebo kompresi 
páteřního kanálu, což naznačuje, že defekt obratlového těla a jeho regenerace s použitím 
kmenových buněk jsou bezpečné.  
    Ve druhé části našeho experimentu jsme využili zjištěné ideální denzity kmenových 
buněk a navrhli jsme nový model spinální fúze u potkana. V literatuře jsou popsány různé 
modely ventrální a dorzolaterální spinální fúze [Khana et  al., 2004]. Dorzolaterální fúze je 
velmi častou procedurou v lidské medicíně [Nakajima et  al., 2007]. Muschler et  al., 
(2010) ve své práci uvádějí, že bychom se měli vyvarovat dorzolaterální fúze u malých 
zvířat. V protikladu s tím je fakt, že modelů na malých zvířatech se stále více využívá pro 
jejich přednosti: jsou levné, rychle se hojí, což vede k četnějším experimentům a 
rychlejšímu výsledku [Reid et  al., 2011]. Naš nový experimentální model fixace processus 
spinosus ukazuje, že je bezpečný vzhledem k nulové morbiditě a mortalitě. Žádné 
experimentální zvíře neutrpělo zlomeninu titanového mikroplate a nedošlo ke ztrátě 
fixačních šroubů. V rámci našeho experimentu jsme nezaznamenali žádný neurologický 
deficit. Obě testované skupiny nevykazovaly žádné známky změny příjmu potravy. 
    V některých studiích dorzolaterální fúze nejsou obratle nijak fixovány [Nakajima et  
al., 2007], přestože fixace se považuje za podmínku, bez které není možná tvorba kosti. Za 
zlatý standard se v kostním tkáňovém inženýrství považuje triangulární koncept: současné 
využití kmenových buněk, růstových faktorů a kostní matrix. Giannoudis et  al., (2007) 
přidává k tomuto konceptu pojem „mechanical environment“, tedy důležitost mechanické 
stability jako klíčového faktoru hojení kosti [Giannoudis et  al., 2007]. Cílem našeho 
druhého experimentu bylo vytvoření jednoduchého modelu spinální fúze na malém zvířeti. 
Obdobný výsledek jako Choi et  al., (2011) předložili Minamide et  al., (2005), kteří 
implantovali jeden milion a 100 milionů BMSCs do oblasti dorzolaterální fúze. Zjistili 
signifikantně vyšší novotvorbu kosti ve skupině se 100 miliony kmenových buněk 
[Minamide et  al., 2005].  
    Kmenové buňky, respektive hBMSCs, jsme připravovali pro druhou část našeho 
experimentu zcela stejně. Experimentální zvířata jsme ošetřovali ve stejných podmínkách, 
použili jsme imunosuprese cyklosporinem A. Oproti nálezům ve skupině s 
hydroxyapatitem s MSCs (Skupina 6) jsme v histologickém vyšetření ve skupině s čistým 
hydroxyapatitem (Skupina 5) viděli časté obrovské mnohojaderné buňky z cizích těles, 
smíšenou zánětlivou reakci v okolí augmentačního materiálu s neutrofily a makrofágy. 
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Tento nález koresponduje s předchozím zjištěním diskutovaným výše, že kmenové buňky 
mají imunomodulační efekt a snižují zánětlivou odpověď hostitele. V souladu s tímto 
nálezem je i absence zánětlivé reakce v okolí augmentátu ve skupině s MSCs. Kvalita kosti 
byla podle histologického vyšetření lepší ve skupině s MSCs, pozorovali jsme lépe 
integrovanou novotvořenou kost do okolní kosti. Shluky augmentačního materiálu byly na 
některých místech zcela obklopeny novotvořenou kostí. Trabekuly novotvořené kosti byly 
obklopeny aktivními osteoblasty a rozptýlenými osteoklasty jako následek aktivní 
remodelace kosti. Přesto v kvantitativním histomorfometrickém srovnání jsme 
nezaznamenali vyšší novotvorbu kosti ve skupině s MSCs. V experimentu s defektem 
obratlového těla se třístěnný defekt hojí hůře než výše popsaný defekt jednostěnný. 
Důvodem může být rozsah defektu. Podobný efekt může mít nedodržení principů řízené 
kostní regenreace, kdy fibroblasty rychleji obsazují augmentát a brání osteogenezi. V 
protikladu s tímto tvrzením je ale vyšší kvalita kosti dle histologického vyšetření ve 
skupině s MSCs. K srovnatelnému výsledku mezi skupinami mohla vést i mírná 
pohyblivost mezi obratli, která je dána použitím fixace v jedné rovině. S tímto tvrzením je 
ale v rozporu práce Nakajima et al., 2007, kteří nepoužili žádné fixace u dorzolaterální 
fúze.  
    V našem experimentu jsme použili fixace obratlů titanovou dlahou. I přes tuto 
stabilizaci docházelo k diskrétní pohyblivosti fúzovaných obratlů. Ve skupině s MSCs 
(skupina 6) jsme zaznamenali vyšší novotvorbu kosti, která se však signifikantně nelišila 
od novotvorby kosti u skupiny bez MSCs (skupina 5). Pokud by mírná pohyblivost byla 
příčinou nevýrazné novotvorby kosti ve skupině s MSCs, pak by velmi pravděpodobně 
proporcionálně horších výsledků dosahovala i skupina se samotným hydroxyapatitem. 
Vlastnosti mikroprostředí se mohou výrazně lišit a ovlivňovat novotvorbu kosti mezi 
zhojením metafyzárního defektu a dorzolaterální fúzi [Boden et  al., 1999].  
    Naše studie ukazují, že hydroxyapatit s lidskými mezenchymálními kmenovými 
buňkami jsou vhodným augmentačním materiálem, který u jednostěnných defektů vede k 
signifikantní novotvorbě kosti. Testovali jsme jednoduchou přípravu matrix a kmenových 





6 Závěr    
 
V traumatologii, ortopedii, spondylochirurgii a maxilofaciální chirurgii vede 
nedostatek kostní tkáně k nedokonalému a kompromisnímu ošetření mnoha pacientů. 
V naší práci jsme se zabývali ověřením osteogenních schopností mezenchymálních 
kmenových buněk spolu s matrix z hydroxyapatitu. Experimentálně jsme ověřili, že použití 
mezenchymálních kmenových buněk vede u jednostěnného defektu obratlového těla 
potkana k signifikantně vyšší novotvorbě kosti v porovnání s kontrolou nebo s použitím 
pouze matrix bez kmenových buněk. Nárůst novotvořené kosti byl závislý na hustotě 
použitých kmenových buněk přímo úměrně.  
    Během experimentu jsme navrhli levný a snadno reprodukovatelný model hojení 
zlomeniny u potkana metodou obratlové fúze s fixací titanovými dlahami a šrouby. Nárůst 
kostní hmoty u obratlové fúze nebyl signifikantně vyšší ve srovnání s kontrolou. Důvodem 
mohl být fakt, že se jednalo o 4 stěnný defekt, který je pro tělo mnohem těžší zhojit. U 
modelu defektu obratlového těla a obratlové fúze jsme zjistili, že kmenové buňky dárce 
přežívají po 8 týdnech od implantace velmi málo a jejich efekt bude spíše 
imunomodulační, v potlačení zánětlivé odpovědi hostitelského organismu. Kmenové 
buňky budou velmi pravděpodobně secernovat zatím nezjištěné cytokiny a jiné působky, 
které pravděpodobně vedou k mobilizaci vlastních kmenových buněk organismu a tím 
vyšší novotvorbě kosti.  
   Oba popsané modely, tj. model defektu obratlového těla a spinální fúze, byly levné, 
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